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Introducción 
Es bien sabido que los carotenoides son compuestos que poseen un alto poder antioxidante 
y su presencia en la dieta humana tiene grandes beneficios no solo desde el punto de vista 
nutricional, sino también en la prevención de enfermedades. A modo de ejemplo, se sabe 
que el β-caroteno es el principal precursor de la vitamina A y que el licopeno juega un 
papel fundamental en la prevención del cáncer de próstata. Dado que los seres humanos no 
son capaces de sintetizar carotenoides y por ello deben ingerirlos en la dieta, resulta de 
enorme interés el estudio de dichos compuestos en frutos. 
Objetivos 
El principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido llevar a cabo un estudio experimental y 
teórico de la estructura, presencia, evolución y estabilidad térmica del β-caroteno y el 
licopeno, en estado puro y en diversos frutos y matrices biológicas como tomates, 
zanahorias y mangos empleando técnicas espectroscópicas (Raman e Infrarrojo) así como 
modelización molecular con métodos DFT. 
Metodología 
Para lograr los objetivos antes citados, se han aplicado técnicas espectroscópicas 
experimentales (Raman e infrarrojo). En relación con la primera metodología, se han 
empleado las siguientes modalidades: (1) Transmisión Raman Resonante, (2) Transmisión 
Raman Resonante con Luz Linealmente Polarizada, (3) Espectroscopia Raman de 
dispersión a 180° y con polarización a 90°, todas ellas usando una excitación láser de 532 
nm y/o 514.5 nm y en relación con la segunda metodología (4) Espectroscopia infrarroja 
con reflectancia total atenuada. Las técnicas (2) y (3) se han desarrollado y puesto a punto 
durante este trabajo. 
Con dichas técnicas se ha estudiado: (1) el contenido y evolución de los carotenoides 
mencionados en distintos frutos (tomates, zanahorias y mangos) a lo largo del proceso de 
maduración, (2) su distribución espacial en los distintos tejidos del fruto, (3) la evolución 
temporal del cociente de despolarización de las bandas Raman más intensas en función de 
la maduración del fruto bajo estudio y (4) la estabilidad térmica tanto de extractos de 
licopeno como de patrones de β-caroteno monitorizando la evolución temporal de 
determinadas bandas del carotenoide inicial en función del tiempo de calentamiento y la 
temperatura. Desde un punto de vista teórico, para el análisis de la estabilidad térmica de 
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los carotenoides señalados así como de los posibles productos de degradación, se 
emplearon dos métodos de cálculo computacional ab Initio: mPW1PW91 y ωB97xD, 
asistidos por la misma base de cálculo para ambos 6-31G*. 
Resultados 
Gracias a la espectroscopía Raman se han medido los modos vibracionales más 
significativos de algunos carotenoides presentes en muestras biológicas e inorgánicas; 
obteniéndose resultados muy similares para todos los casos estudiados, a modo de ejemplo, 
los encontrados en zanahorias fueron: ν1 (1522 cm
-1), ν2 (1158 cm
-1), ν3 (1008 cm
-1) y ν4 
(955 cm
-1
) asociados a las vibraciones de tensión (-C=C-) y (-C-C-), balanceo (-CH3) y 
flexión fuera del plano (-CH) respectivamente. 
Por otra parte, valiéndonos de la intensidad de la banda correspondiente al modo 
vibracional ν1 se ha estudiado un mapa de la distribución espacial del β-caroteno en las 
distintas zonas de la raíz de la zanahoria. Además, a través del cociente de las intensidades 
de las bandas ν4/ν1, se ha logrado extraer información acerca de la conformación espacial 
del polieno en los distintos tejidos y estructura morfológica de la matriz biológica. 
Se ha estudiado la variación del cociente de despolarización en diversos tipos de muestras 
(zanahorias y patrones) tanto en función del espesor como en función de la concentración, 
encontrándose un comportamiento similar para ambas con el aumento de la densidad 
óptica. Con estos estudios se ha desarrollado un modelo teórico que ha permitido calcular 
algunos parámetros ópticos como el coeficiente de absorción y el coeficiente de dispersión. 
Asimismo, mediante la medida de la intensidad Raman de la banda ν1 en función del 
tiempo, se ha seguido el proceso de maduración en diversos tipos de tomates, 
observándose una tendencia general para todos ellos. Las muestras analizadas, presentaban 
una intensidad de la banda ν1 prácticamente constante en las etapas iniciales, que 
posteriormente aumentaba hasta llegar a un máximo seguido de un descenso monótono a 
medida que el fruto alcanzaba su etapa final de maduración. 
Además, se ha desarrollado un modelo teórico, cinético y espectroscópico para estudiar la 
variación de la señal Raman y los cocientes de despolarización de los distintos modos 
vibracionales de los carotenoides en tomates durante el proceso de maduración. Dicho 
modelo describe la evolución postcosecha satisfactoriamente empleando únicamente tres 
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parámetros fundamentales: la sección eficaz Raman, la sección de atenuación del láser y la 
sección de atenuación de la intensidad Raman.  
Otro de los resultados significativos, tiene que ver con el estudio de la estabilidad térmica 
del β-caroteno y del licopeno. Las muestras fueron calentadas a diferentes temperaturas 
con el fin de medir la cinética de su degradación térmica. El análisis de los datos ha 
permitido concluir que dicho proceso puede describirse mediante un proceso cinético de 
primer orden con una energía de activación para el caso del β-caroteno de (51 ± 3) kJ/mol. 
Finalmente, en base a los cálculos ab Initio de modelización molecular se pudieron evaluar 
las estabilidades iniciales de los dos polienos bajo investigación, así como de algunos 
productos de degradación del β-caroteno, todos ellos pertenecientes a la familia de los 
apocarotenales, entre los que cabe destacar el retinal. 
Conclusiones 
Las conclusiones más importantes de este trabajo son:  
1. Se han medido los modos vibracionales y determinado las anarmonicidades de los más 
intensos del β-caroteno y del licopeno en diferentes muestras a través de la espectroscopia 
Raman resonante de transmisión, dispersión a 180° y a 90°. Dichas medidas han permitido 
obtener la distribución espacial del β-caroteno en muestras de zanahoria, y observar la 
heterogeneidad de su distribución. Por otro lado, mediante la medida del cociente de las 
intensidades ν4/ν1 se ha obtenido información sobre la conformación espacial del β-
caroteno en los distintos tejidos del fruto.  
2. Se ha medido el cociente de despolarización de la banda ν1 y ν2 en frutos de zanahoria y 
en pastillas de patrón encontrando una pauta general, ya que el citado parámetro 
aumentaba con la concentración y con el espesor. Además, se estudió la evolución de dicho 
cociente en rodajas de mango comparándose con la pérdida de masa por evaporación. 
Todas estas medidas, han sido posibles gracias a una nueva técnica que ha sido 
desarrollada y puesta a punto a lo largo de esta Tesis Doctoral. 
3. Se ha desarrollado un modelo teórico que ha permitido obtener valores de los 
coeficientes de absorción y de dispersión asociados a las bandas ν1 y ν2 del β-caroteno 
obteniéndose los valores de 𝜇𝑎
‖
(ν1) = (0.20 ± 0.01) mm
-1
 y 𝜇𝑎
‖
(ν2) = (0.45 ± 0.02) mm
-1
 para 
los coeficientes de absorción y de 𝜇𝑠(ν1) = (1.1 ± 0.1) mm
-1
 y 𝜇𝑠(ν2) = (1.0 ± 0.1) mm
-1
 
para los de dispersión. 
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4. La medida de la señal Raman de los carotenoides presentes en tomates con el paso del 
tiempo, ha revelado una evolución de la señal ν1 muy similar para todos casos investigados 
ya que ésta permanece constante durante los tiempos iniciales y posteriormente aumenta 
hasta alcanzar un máximo para finalmente decaer a medida que se alcanza la etapa final de 
maduración. Adicionalmente, se encontró que el cociente de despolarización de la banda ν1 
apenas variaba durante la evolución post-cosecha del fruto. Con los datos anteriores, se 
desarrolló un modelo teórico cinético y espectroscópico capaz de describir de forma 
satisfactoria la evolución temporal de la señal, empleando el coeficiente de velocidad de la 
síntesis de carotenoides, y el coeficiente de dispersión de la luz. 
5. Se ha estudiado la estabilidad térmica del β-caroteno y del licopeno mediante 
espectroscopía Raman resonante e infrarroja a distintas temperaturas. Las constantes 
cinéticas calculadas fueron: [T = 90 °C  k = (2.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 100 °C  k = 
(3.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 115 °C  k = (5.5 ± 0.2) ּ 10-3 min-1] y [T = 130 °C  k = 
(11.6 ± 0.7) ּ 10-3 min-1] para el caso del β-caroteno, y [T = 115 °C  k = (9 ± 1) ּ 10-3 min-
1
] para el licopeno. Además, se ha determinado la energía de activación de la reacción de 
descomposición del β-caroteno obteniéndose un valor de (51 ± 3) kJ/mol. 
6. Se han analizado mediante dos métodos DFT mPW1PW91 y ωB97xD tanto los 
reactivos como algunos productos esperables de la degradación, empleando el conjunto de 
bases 6-31G*. Esto ha permitido confirmar la presencia de algunos productos de 
degradación que presentaban buenas coincidencias entre los resultados calculados y los 
obtenidos experimentalmente. Dichos productos pertenecen a la familia de los 
apocarotenales, donde destaca el retinal, que es el que muestra una mayor similitud. Este 
estudio, ha confirmado algunas etapas clave del mecanismo de oxidación del β-caroteno en 
presencia de oxígeno atmosférico. 
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Introduction 
It is well known that carotenoids are compounds that possess a high antioxidant power and 
that their presence in the human diet has great benefits not only from the nutritional point 
of view but also in disease prevention. For example, β-carotene is known to be the main 
precursor of vitamin A and lycopene plays a key role in the prevention of prostate cancer. 
Since humans are not able to synthesize carotenoids and therefore they have to intake such 
pigments, the study of these compounds in fruits seems crucial from the nutritional and 
medical point of views. 
Objectives 
The main goal of this Doctoral Thesis was to carry out a theoretical and experimental study 
of the structure, presence, evolution and thermal stability of β-carotene and lycopene, both 
in pure state and when present in various fruits and biological matrices such as tomatoes, 
carrots and mangoes using spectroscopic techniques (Raman and infrared) as well as 
molecular modeling with DFT methods. 
Methodology 
In order to reach the aforementioned objectives, experimental spectroscopic techniques 
(Raman and infrared) have been applied. Related with the first methodology, the following 
modalities have been used: (1) Transmission Resonance Raman, (2) Transmission 
Resonance Raman with Linear Polarized Light, (3) 180° and 90° scattering Raman 
spectroscopy, all using a laser excitation source of 532 nm and/or 514.5 nm. In relation 
with the second methodology the following techniques were employed: (4) Infrared 
spectroscopy with attenuated total reflectance. Techniques (2) and (3) have been developed 
and fine-tuned during the present work. 
The mentioned experimental methods have been applied to study: (1) The content and 
evolution of the carotenoids in different fruits (tomatoes, carrots and mangoes) throughout 
the maturation process, (2) Their spatial distribution in different tissues of the fruit, (3) The 
temporal evolution of the depolarization ratio of the most intense Raman bands as a 
function of the maturation period and (4) The thermal stability of both, lycopene extracts 
and β-carotene standards by monitoring the temporal evolution of certain bands of the 
initial carotenoid as a function of heating time and temperature. From a theoretical point of 
view, two ab initio methods of computation were used: mPW1PW91 and ωB97xD both 
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assisted by the same calculation base, 6-31G* to investigate the carotenoid thermal 
stability as well as the possible degradation products.  
Results 
Thanks to Raman spectroscopy, we have measured the most significant vibrational modes 
of some carotenoids present in biological and inorganic samples; obtaining similar results 
for all cases, for instance the observed vibrational modes in carrots are described as follow: 
ν1 (1522 cm
-1
), ν2 (1158 cm
-1
), ν3 (1008 cm
-1
) and ν4 (955 cm
-1
) associated with the 
stretching vibrations (-C=C-), and (-C-C-), rocking (-CH3) and out of plane wagging (C-H) 
respectively. 
On the other hand, a map of the spatial distribution of β-carotene in the different zones of 
carrot roots has been studied using the intensity of the vibrational mode ν1. In addition, 
through the ν4/ν1 ratio, it has been possible to obtain information about the spatial 
conformation of the polyene in different tissues as well as the morphological structure of 
the biological matrix. 
The variation of the depolarization ratio in different types of samples (carrot roots and pure 
samples) has been studied as a function of the thickness and concentration, finding that in 
both cases the variation of the this optical parameter was directly related to the change of 
the sample optical density. This result permitted us to develop a theoretical model capable 
to describe the experimental results and calculate some optical parameters such as the 
absorption and the dispersion coefficient. 
Likewise, by measuring the Raman intensity of the ν1 band as a function of time, the 
maturation process was followed in different types of tomatoes, observing a general trend 
for all of them. The analyzed samples showed a ν1 band intensity practically constant in the 
initial stages, which later increased reaching a maximum followed by a monotonous 
descent as the fruit reached its final maturation stage. 
Furthermore, a theoretical, kinetic and spectroscopic model has been developed in order to 
study the variation of the Raman signal and the depolarization ratio of the tomato 
carotenoid vibrational modes during the maturation process. This model describes the post-
harvest evolution satisfactorily using only three fundamental parameters: The Raman 
cross-section, the laser attenuation cross-section and the Raman attenuation cross-section. 
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Another significant result is related with the study of the thermal stability of β-carotene 
and lycopene. The samples were heated at different temperatures in order to measure the 
kinetics of their thermal degradation. The analysis of the data, has allowed us to conclude 
that this process can be described by a first-order kinetic process with activation energy for 
β-carotene of (51 ± 3) kJ/mol. 
Finally, based on ab Initio molecular modeling calculations, the initial stabilities of the two 
polyenes under investigation, as well as those of some apocarotenal degradation products 
of β-carotene, in particular that of retinal, have been evaluated.  
Conclusions 
The main conclusions of the present work are described as follow 
1. We have measured the vibrational modes and the anharmonicities of the most intense 
bands of β-carotene and lycopene in different samples through Transmission Resonance 
Raman Spectroscopy and Raman scattering at 180° and 90°. These measurements revealed 
the heterogeneity of the β-carotene spatial distribution in carrot root tissues. On the other 
hand, by measuring the ν4/ν1 intensity ratio information on the spatial conformation of β-
carotene was obtained in the different tissues of the fruit. 
2. The depolarization ratio of ν1 and ν2 bands of β-carotene both in carrot roots and in 
prepared pellets was measured, finding the general trend that it increased as concentration 
or thickness does. In addition, the evolution of this ratio was studied in mango slices in 
which it was compared to the loss of mass by evaporation. These measurements have been 
possible thanks to the new Raman technique developed throughout this Doctoral Thesis. 
3. A theoretical model has been developed that allowed to obtain values of the absorption 
and dispersion coefficients associated with β-carotene ν1 and ν2 bands. The optimal values 
were: 𝜇𝑎
‖
(ν1) = (0.20 ± 0.01) mm
-1
 and 𝜇𝑎
‖
(ν2) = (0.45 ± 0.02) mm
-1
 for the absorption 
coefficients and 𝜇𝑠(ν1) = (1.1 ± 0.1) mm
-1
 and 𝜇𝑠(ν2) = (1.0 ± 0.1) for the scattering 
coefficients. 
4. The measurement of the Raman signal of carotenoids present in tomatoes as a function 
of time has revealed a very similar evolution of the ν1 signal for all cases under 
investigation. It was constant during the initial ripening process, and then increased until 
reaching a maximum followed by a post-maximum decay as the final ripening stage was 
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reached. Additionally, it was found that the depolarization ratio of the ν1 band hardly 
changed during the post-harvest evolution of the fruit. With the above data, a kinetic and 
spectroscopic theoretical model was developed which satisfactorily described the temporal 
evolution of the signal, using the rate coefficient of the carotenoid synthesis and the fruit 
scattering coefficient. 
5. The thermal stability of β-carotene and lycopene has been studied by resonance Raman 
and infrared spectroscopy at different temperatures. The deduced kinetic constants were: 
[T = 90 °C  k = (2.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 100 °C  k = (3.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 
115 °C  k = (5.5 ± 0.2) ּ 10-3 min-1] and [T = 130 °C  k = (11.6 ± 0.7) ּ 10-3 min-1] for 
the β-carotene and [T = 115 °C  k = (9 ± 1) ּ 10-3 min-1] for the lycopene. In addition, the 
activation energy of the β-carotene decomposition reaction has been determined obtaining 
a value of (51 ± 3) kJ/mol. 
6. The two carotenoids and some expected degradation products have been analyzed using 
two different DFT methods mPW1PW91 and ωB97xD, and employing the 6-31G* basis 
set. These studies confirmed the presence of some degradation products by comparing the 
calculated with the experimental spectra. These products belong to the family of 
apocarotenals, where the retinal was the one that showed the greater similarity between 
experimental and theoretical spectra. This study has confirmed some key steps in the 
oxidation mechanism of β-carotene in the presence of atmospheric oxygen. 
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1. INTRODUCTION 
This Thesis is dedicated to the study of the molecular structure and spectroscopy of two 
important carotenoids, β-carotene and lycopene, using experimental and theoretical 
methods. The experimental techniques used in this study are Attenuated Total Reflectance-
Infrared (ATR-IR) and several modalities of Raman Spectroscopy. With respect to the 
theoretical methods, distinct Density Functional Theory (DFT) methods together with 
various kinetic and spectroscopic models are employed. The investigation carried out in 
the present work focussed on the electronic and vibrational structure of the pure carotenoid 
and, in addition, on their spatial distribution, molecular order and temporal evolution, for 
instance, when they are part of the biological tissues in distinct fruits like, for instance, 
carrots, tomatoes and mangos. 
Chapter 1 first introduces the scientific background including the basic concepts and most 
relevant features of the experimental and theoretical methods employed in the Thesis. The 
goal of this chapter is to refresh some ideas and developments to describe the scenario in 
which to put into context the current status of the field and, secondly, to summarize the 
scientific motivations we had to pursuit the Thesis and to outline the main objectives of our 
work rather than to compile an ample tutorial or a comprehensive review on the subject. 
1.1. Carotenoids: basic concepts and properties 
According to de International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) 
Nomenclature, carotenoids are chemical substances built with eight C5 isoprenoid units. 
Derivatives with more C5 units joined as in the C40 skeleton can also be considered as 
carotenoids. In addition, removal of one or both ends of the carotenoid molecule can result 
in shorter chain carotenoids, referred to as apocarotenoids
1
. Due to the presence of such 
isoprene units, most of these compounds form a long chain with alternating double and 
single bonds responsible to their main biochemical functions
2
. 
These pigments can be classified into two main groups, namely (i) the xanthophyll group 
formed by violaxanthin, lutein, canthaxanthin, astaxanthin, to cite but a few examples, and 
which contain oxygen in their structure and (ii) carotenes like, for example, β-carotene, and 
lycopene which only contain carbon and hydrogen in their structure
3
. The most widespread 
carotenoids in nature are β-carotene and lutein although lycopene is also present in many 
fruits like tomato. 
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Carotenoids and chlorophyll, the most predominant natural products
4-6
, can be found in all 
photosynthetic organisms
7
 such as photosynthetic bacteria, algae and plants
8
. These 
products are responsible for the red-orange color in some vegetables and fruits
5
 due to 
visible light absorption by the high double C=C bonds conjugation
9-11
. 
In plant matrices, carotenoids are typically present in the all-trans configuration, which is 
thermodynamically the most stable isomer
12-15
. Carotenoids play an important role in 
photosynthesis as light-harvesting complexes; essentially, when these molecules absorb 
light, in their ground electronic state the first excited singlet takes place, the so-called 
1
carotene is generated and energy transfer to a photoresponsive pigment (chlorophyll) 
takes place starting photosynthesis process
16, 17
. In addition, carotenoid molecules suppress 
damaging photochemical reactions, in particular those including oxygen. 
Human beings do not synthesize carotenoids and, therefore, they need the intake of such 
pigments directly from fruits and vegetables or from manufactured products
18
 in order to 
convert them into retinoid
19, 20
, like retinal (the main visual pigment) or, if the carotenoids 
contain a β-ring, to retinol, i.e., the precursor of vitamin A21, the key pigment in vision. 
1.2. Laser and Spectroscopy 
Spectroscopy is the study of the interaction of atoms and molecules present in matter with 
electromagnetic radiation
22, 23
 through absorption or emission of radiation energy. This 
discipline is widely used in many fields, like astronomy
24
, physics
25, 26
 and chemistry
27-30
 
because it provides information at the molecular level of the system under study.  
As it is well known, laser spectroscopy has revolutionized the science and technology in 
multiple fields; this revolution is seen very clearly in chemistry
27
 to give just one example. 
If we want to understand the fundamental processes of laser spectroscopy it seems 
essential to comprehend the nature of the electromagnetic radiation. This radiation is the 
combination of an oscillating electric and magnetic field, mutually perpendicular. A beam 
of this kind of radiation can propagate through the space carrying the energy from one 
location to another as can be seen in Figure 1.1.  
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Figure 1.1: An electromagnetic wave with perpendicular electric and magnetic field. 
Electromagnetic radiation is characterized by its wavelength (λ) and by its frequency (ν). 
The wavelength, λ, is the distance between successive wave peaks, or even in two 
successive points with the same phase. The frequency, ν, is the number of successive 
points having the same phase that pass a given point in time unit
31
.  
As in this section our attention is focused in Raman spectroscopy, and this technique uses a 
laser beam, it is relevant to mention some characteristics of this type of radiation: The laser 
light has the following specific properties: 
Brightness: Is defined as the power emitted by the laser source per emitting surface unit 
and per solid angle unit. The high intensity facilitates the industrial applications, such as 
ablation processes and is fundamental in research for the fragmentation phenomena 
produced by multi-photon absorption
27
. 
Monochromatic character: The light emitted has very narrow distribution of its 
wavelength which allows the interaction of the laser with molecules to be very selective. 
This characteristic is crucial not only for the possibility to excite certain functional groups 
but to probe chemical reactions whose products absorb radiation at a specific wavelength.  
Polarization: The light whose electric field vector oscillates in a single plane is called 
polarized light. In most laser outputs, the light is polarized. The polarization of the laser 
light provides the required tool to study the vectorial character of the elementary chemical 
reaction, the so-called Stereodynamics of chemical reactions, as well as the molecular 
spatial distribution.  
Directionality: In conventional light sources, the photons travel in all directions randomly. 
Nevertheless, in laser radiation, all photons follow the same direction, which allows the 
laser beam to travel long distances before spreading, due to its low angular divergence. 
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Coherence: Normal radiation sources are incoherent because the electromagnetic waves 
associated to any photon with the same wavelength are out of phase. The photons of the 
laser radiation are in phase, during the time and along the displacement in space, this 
property allows the existence of pulsed lasers, making possible the study of chemical 
reactions in real time down to a few femtoseconds ( 1 fs = 10
-15 
s). 
1.3. Raman Spectroscopy 
When the light interacts with the matter, photons can be absorbed or scattered. In the latter 
case, the photons can have the same energy as the incident light (elastic scattering), being 
this phenomenon the most probable, or different energy (inelastic scattering) leading to the 
well-known Raman effect. Thus, Raman spectroscopy is a branch of spectroscopy focused 
on inelastic scattered light. 
When the scattered light has different frequency in comparison with the incident one, it 
could be higher, when the excitation occurs from the ground state to higher vibrational 
level (Raman Stokes), or by the contrary, lower frequency than that of the incident light, 
(Raman Anti-Stokes); to observe the latter result with enough signal to noise ratio, it is 
necessary that the molecules populate a vibrational excited state before light interaction, 
this vibrational state distribution can be enhanced by, for example, heating the gas sample. 
Figure 2, shows how the photon-molecule collision scatters the light. This collision 
changes the energy of the incident photons and therefore the molecule vibrational state
32
. 
 
Figure 1.2: Jablonsky diagram representing quantum energy transitions for Rayleigh and Raman scattering. 
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When the photon-matter interaction occurs, there is a short time when the absorption takes 
place. This leads to a change in the molecular state from the ground state (S0) to a virtual 
state, in which the non-stable complex light-molecule is formed
33
, different from the first 
excited state (S1). The next step is when the molecule returns to the ground state. In this 
process, a small part of the photons exchanges energy with the molecules, producing the 
above-mentioned changes in their frequency. This effect was observed by C. V. Raman in 
1928
34
. 
The Raman spectra are represented as a function of the Raman shift. This parameter 
represents for the difference between the incident excitation frequency (ν0) and the 
frequency of the scattered photons (νscatt.). Depending on the effect taking place, i.e. Stokes 
or Anti-Stokes, this value can be positive (Raman Stokes), ΔνR = (ν0-νscatt.) > 0, or negative 
(Raman Anti Stokes) ΔνR = (ν0-νscatt.) < 0. 
Usually, the Raman scattering is a very low probability phenomenon ((only one in 10
6
- 
10
7
): However, with the correct experimental setup, it can be used as a routine technique in 
a research laboratory. The Raman signal intensity (I) is proportional to the square of 
polarizability (α), the number of active molecules (N), the laser power intensity (I0) and the 
fourth power of the frequency ν0
32, 35-37
. 
1.4. Resonance Raman Spectroscopy 
One way to circumvent the limitation associated to the very low probability of 
conventional Raman scattering is through the Resonance Raman Spectroscopy (RRS). This 
Raman spectroscopic variant employs a laser frequency close to the frequency of an 
electronic transition (resonance) in order to significantly enhance by several orders of 
magnitude the Raman signal. As a result, the RRS becomes a much more sensitive and 
selective technique due to the scattering signal improvement and the coupling of a few 
vibrational modes with the resonant electronic transition of the chromophore, respectively. 
It should be noted that the latter effect also causes a spectral simplification which 
facilitates the molecular identification and assignment of specific vibrational modes 
Since fluorescence is a process approximately 10
6
 times more likely than Raman 
scattering, care should be taken when selecting the excitation frequency which should not 
coincide with the maximum of the electronic absorption band; rather it should be within 
the band wing in order to reduce as much as possible the fluorescence background 
underlying the Raman signal.  
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Resonant Raman Spectroscopy was first observed by Harrand et al. in 1946
38
 when it was 
noticed that a solution of dichloronitrobenzene showed a very strong enhancement of the 
Raman signal if the employed wavelength was within the molecular absorption band. They 
also noticed that only the vibrational modes affected by the electronic transition were 
observed, a crucial feature that caused a considerable simplification of the spectrum which, 
in addition, contained sharp and high-intensity peaks. Thanks to the high sensibility, and to 
the high signal improvement, this technique has attracted considerable attention and is 
nowadays widely used not only in modern spectroscopy and life sciences, but also in the 
study of carbon nanotubes, mineral and pigments, as well as natural products like 
carotenoids. A few representative examples of the current situation a few representative 
examples are described below. 
In the field of life sciences, RRS has been widely used to investigate the structure and 
functions of nucleic acids and their related bases like for example the study of cytosine and 
other nucleobases by various groups
39-42
. Specifically, Burova et al. 2013
43
, were able to 
determine the tautomeric composition of the water solution of cytosine through theoretical 
and experimental Raman and Resonance Raman spectroscopy using different wavelengths, 
temperature, and pH. 
Resonance Raman Spectroscopy is also the ideal technique to investigate the structure and 
function of proteins and metalloproteins. In particular, the latter contain metal ions forming 
biological-active centers where electron transfer between ligand and metal dominates the 
actual protein activity. Thus, the use of RRS at distinct excitation wavelengths makes 
possible the selective excitation of local structures in proteins with more than one metallic 
center. Hence, high sensitivity techniques can provide local information not available in 
conventional Raman scattering
44
. Additional studies have been reported
45, 46
 on the RRS 
application to investigate the drug-protein interactions as well as proteins structure and 
dynamics. 
Another field in which RRS is widely used is in the investigation of carbon nanotubes, 
mineral, and pigments. Carbon nanotubes possess chemical, electrical and mechanical 
properties that make those very useful not only from the scientific point of view but also 
for technological development. Accordingly, selective methods are required to implement 
their characterization and assess their purification processes; this technical demands are 
well provided by the selectivity and sensitivity of RRS. Related with recent studies carried 
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out by RRS we shall mention two groups
47, 48
, who spectroscopically characterized single 
wall carbon nanotubes and linear carbon chains encapsulated in multiwalled carbon 
nanotubes, respectively. 
Pigments are widely used in art history and archaeology; this is why it is necessary a 
technique capable to characterize their composition with the minimum sample damage. 
One of these techniques is Resonance Raman spectroscopy because it often uses visible 
light, can select the excitation wavelength over a wide range and it is almost noninvasive. 
Representative examples of RRS applications in this field are, for instance, some 
representative examples are found in the studies of Coupry et al. 2005
49
 who by detecting 
distinct pigments in Roman wall painting in Tivoli (Italy) found a green pigment whose 
patent was registered in 1936, and, consequently, demonstrated the piece falsification. 
Thanks to these data they realized about the falsification of the piece. Furthermore other 
authors
50
, demonstrated the versatility of the RRS by the selective detection of a yellow 
pigment, employed to color Chinese documents. 
Other pigments with high biological and nutritional interest are the carotenoids whose 
characterization, determination and evolution in fruits by RRS, as already mentioned, is the 
main objective of the present Thesis. 
1.5. Transmission Raman Spectroscopy 
Transmission Raman Spectroscopy (TRS) is a variant of conventional Raman 
Spectroscopy which predominantly studies solids in order to get information about their 
bulk content. TRS is typically used to investigate turbid media or materials that do not 
absorb or block light significantly where the light extends randomly through the entire 
sample by diffuse scattering. A related technique also based on diffuse scattering is the so 
called Spatially Offset Raman Spectroscopy (SORS) which was developed in 2005
51
. 
In conventional Raman process, the scattered photons can be detected using a back 
scattering or a perpendicular configuration, thus, the excitation light and the detector form 
an angle of 180° or 90°, respectively. The arrangement is illustrated in Figure 1.3 together 
with the SORS configuration in which the excitation laser and the detection region are 
physically separated, typically by a distance of a few millimeters. By contrast, in the 
transmission configuration, the photons are directed through the entire turbid sample and 
detected in the forward direction (0º) with respect to the incident laser direction, as it is 
also shown in Figure 1.3. 
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Figure 1.3: Different Raman geometries. Left: SORS, center: Backscattering, right: transmission. L: Laser 
beam. R: Raman scattering. 
The first publication on Transmission Raman Spectroscopy appeared in 1967
52
. More 
recently, the technique was adapted by Matousek group
51, 53, 54
 to analyze pellets and 
powdered compounds with different thicknesses. This application had a great impact first 
in the pharmaceutical field due to the non-invasive character of the method and later on in 
medical sciences because, in addition, the new technique made possible the study of layers 
located below the sample surface overcoming an important limitation of conventional 
Raman spectroscopy. Indeed, some authors
55-57
 were able to identify calcifications in 
breast tissues, reaching penetration depths of 0.9, 8.7, or even 16 mm using TRS. 
In 2012 a new Raman spectroscopy modality was developed in our group
58
 called 
Transmission Resonance Raman Spectroscopy (TRRS). The technique combines the 
advantages of Transmission Raman Spectroscopy with the benefits of Resonance Raman 
Spectroscopy and provided some synergic effects with higher improvement of the Raman 
signal in comparison with those obtained by the techniques separately. TRRS was applied 
to study the presence of carotenoids in solid matrices with great success
58
. 
1.6. Infrared Spectroscopy 
This Spectroscopy measures the absorption of infrared light by molecules typically by 
recording either the transmittance or absorbance of a given sample as a function of the 
radiation frequency within this region of the spectrum. At room temperature, the molecules 
mostly populate their fundamental energy levels and they can be excited to higher 
vibrational levels by absorbing infrared light of specific frequencies which depend on the 
functional groups and, therefore, chemical bonds involved in the absorption process. 
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Every molecule has its own fingerprint in infrared spectra because each bond absorbs in its 
typical frequency. In complex molecules, there are many bonds and, consequently, 
vibrations can also have a conjugated character. Thus, thanks to Infrared Spectroscopy one 
can get information about the chemical bonds, and, hence, about the molecular structure of 
the species under investigation
23, 59
. Although both IR and Raman spectroscopy record 
vibrational and rotational spectra of molecules it is convenient to recall that the mechanism 
underlying the respective radiation-molecule interaction is different. While Raman 
spectroscopy is based on the polarizability changes in the molecule when it interacts with 
the IR photons (α), Infrared spectroscopy is basically concerned with changes in the 
molecular dipole moment (μ) during the said interaction60. 
The Infrared region of the electromagnetic spectrum can be split into three parts: Near-
mid- and far- infrared region. The near infrared window is the most energetic one (12821-
4000) cm
-1 
and therefore, these radiation energies are used to excite harmonic or overtone 
vibrations
61
. Mid-infrared is ideal in order to study fundamental vibrations (4000-400) cm
-
1
. Finally, the low-energetic far-infrared (400-10) cm
-1
 is ample used to obtain information 
on the rotational structure of molecules. 
Furthermore, it is possible to segment the mid-infrared zone in four subsections, namely: 
X-H stretching section (4000-2500 cm
-1
), triple bond section (2500-2000 cm
-1
), double 
bond section (2000-1500 cm
-1
) and fingerprint section (1500-400 cm
-1
)
62
. As can be 
inferred, the most characteristic vibrational modes of the compounds present in food 
belong to these sections which explain why many researchers have used infrared 
spectroscopy in food analysis
63-65
.  
In fact, as it will be discussed further below, the mid-IR region also constitutes the 
predominant spectral scenario of the investigations carried out in the present Thesis by 
using then ATR-IR technique
66
. Here, the infrared light passed through a high refractive 
index crystal (e.g. diamond, ZnSe, or Ge) with high refractive index which is in contact 
with the sample; As it is shown in Figure 1.4, the crystal reflects the light in the interphase 
with the sample at least one time creating an evanescent wav. Overall, the system is 
capable to measure intensity changes with respect the incident beam due to the energy loss 
after the light-matter interaction. 
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Figure 1.4: Typical generation of evanescent wave in ATR-IR technique. 
In Figure 1.4 the excitation IR light, passes through the sample with continuous reflections 
on its way to the detector. The evanescent wave is created when the beam reaches the 
sample in the intersection point. Usually, the penetration range is (0.1-5) µm and therefore, 
the system is capable to measure intensity changes with respect the incident beam due to 
the energy loss after the light-matter interaction. It should be noted that thanks to these 
penetration deeps sampling in aqueous solutions is possible
67
. In addition, the main 
advantage of this technique is that no sample preparation is required, and sometimes is 
possible to recover the intact sample. 
1.7. Density Functional Theory (DFT) calculations 
Methods based in Density Functional Theory (DFT) constitute nowadays a good approach 
to solve the Schrödinger equation, at least in terms of practical values
68
 and are widely 
used to calculate molecular electronic structure of isolated molecules as they provide 
accurate results in a reasonable lapse of time
69
. 
Conceptually, one of the main features of DFT methods is the use of the density function 
which depends only on the x-y-z coordinates of the individual electrons. Hence DFT can 
be said to scale three-dimensionally, or as N
3
, being N the number of basis functions. On 
the other hand, ab initio methods, as it is well known, scale as N
4
; a key difference that 
explains why DFT calculations are faster with better accuracy. There are many variants 
based on the DFT methodology, however, throughout this Doctoral Thesis we have used 
two of them, namely: the mPW1PW91 and ωB97xD methods that are briefly described 
below.. 
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The mPW1PW91 method is a modified Perdew Wang 1-parameter and Perdew Wang 91 
gradient-corrected correlation functional (mPW1PW91)
69, 70
; essentially it is defined as a 
hybrid Hartree-Fock density functional, developed by Adamo et al. 1997
69
, which takes 
into account both covalent and noncovalent interactions in order to provide a more 
accurate description for the vibrational frequencies, molecular structures and bond energies 
of the investigated species.  
As representative examples of the capacity and superiority of the mPW1PW91 method 
compared to others, we can mention the studies carried out by some groups
71
 on the 
structure and vibration spectra of ofloxacin or those of Park et al. 2014
72
 on the isomers of 
methylene bridge-monosubstituted tetramethoxycalix[4]arenes. This species are 
macrocyclic molecules with a considerable number of atoms, who calculated the IR 
theoretical spectra of the most stable isomer which were in good agreement with the 
experimental spectra, therefore this method is a good support for calculations in big-sized 
molecules. 
As it is described further below, this method was selected to be one of the tools in order to 
evaluate the molecular structure, energies and IR spectra of the β-carotene, lycopene as 
well as their thermal degradation products to assess the stability and, consequently, the 
reactivity of these carotenoids, a clear objective of the present Doctoral Thesis. 
With respect to the ωB97xD method it is worth to mention that this hybrid functional is 
very similar to the previous one, except for its emphasis on long-range corrections
73
 
(Becke 97) as a way to account for dispersion interactions between different parts of the 
molecule. As a matter of fact, other groups
74
 described this DFT variant as a “re-
optimization of a long-range corrected (LC) hybrid density functional to include empirical 
atom-atom dispersion corrections” and, therefore, capable to gain insights on 
thermochemistry, kinetics and long range interactions.  
In the last few years, several researchers used successfully this method for different 
applications: for example, Eriksson et al.
75
 calculated the spectroscopic behavior of 
tetrapyrrole and other compounds relevant to medical sciences. In summary, it should be 
noted that the two theoretical methods are quite similar in the calculation of geometries, 
infrared and Raman spectra of organic molecules. 
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1.8. Raman Spectroscopy and carotenoids 
As mentioned further above, Raman Spectroscopy is a powerful technique for the 
determination of carotenoids in general and in live tissues in particular, due to its non-
invasive character. For example, some authors
76
 analyzed different carotenoids with 
various excitation wavelengths in resonant (514.5 and 532 nm) and non-resonant (1064 
nm) conditions in lyophilized microorganisms samples. They concluded that although the 
Raman technique is a good analytical tool in the field of astrobiology, in microbiology, a 
more-detailed determination is needed. In 2005, other authors
77
 employed the resonant 
absorption of the carotenoids in order to perform non-invasive Raman measurements in 
human tissue (in vivo), specifically in macular tissues, where they studied the lutein and 
zeaxanthin composition and discussed the application of RRS in ophthalmology.  
On the other hand, Darvin et al.
78, 79
 also studied lycopene and β-carotene in human skin by 
RRS. In fact, the presence of carotenoids as markers of the antioxidant power of the human 
skin, was investigated by the same group
80
, using both resonant (488 nm) and non-resonant 
(785 nm) Raman spectroscopy obtaining slightly different signals. In general, they 
concluded that both methods yielded similar results on the carotenoid distribution in the 
human skin. Later, in 2013 Mayne et al.
81
 reviewed the studies of carotenoids in human 
skin by RRS pointing out the reproducibility of the carotenoid measurements as markers in 
human skin. 
The Raman spectroscopy is not only used in human skin and in microorganisms, but also 
in fruits and vegetables. Thus, a study by Raman spectroscopic mapping
82
 on different 
types of carrot roots provided detailed information on the relative content and spatial 
distribution of carotenoids. Indeed: the authors found that the β-carotene distribution was 
heterogeneous across root sections and that the pigment content increased gradually in 
secondary phloem toward the core. However, the carotene content declined in cells close to 
the vascular cambium. 
As previously mentioned, our group developed a laser spectroscopic technique
58
 that 
combined transmission and resonance- enhanced Raman inelastic scattering, which 
provided an increased signal-to-noise ratio and enhanced analytical sensitivity, 
respectively. The technique was applied to analyze β-carotene in fruits reaching a detection 
limit of the order of hundreds of picograms. In the same study, a model of the Raman 
Introduction 
33 
 
signal dependence on the sample thickness was developed and successfully applied to 
investigate the β-carotene content in both standards and carrot roots. 
Finally, we sall mention that Raman spectrsocoy under its different modalities have been 
widely used to invetsigate the carotenoid content in tomato and other lycopene-high 
amounted compounds
83, 84
 in an attempt to correlate the carotenoid content with the 
ripening state of the fruit. 
1.9. Motivation, objectives and Structure of the Doctoral Thesis 
One obvious motivation of the present thesis is related to the outgoing activity of our group 
in laser spectroscopy research and, more specifically, in the application of the Raman 
spectroscopic technique recently developed in our laboratory
58
 dedicated to investigate the 
presence nutritional compounds, like carotenoids in solids and fruits.  
A natural extension of this research plan was to investigate not only the presence of 
distinct carotenoid molecules in different fruits but, more relevant, to gain insight on the 
spatial distribution of these pigments in an attempt to correlate the observed distribution 
with the structure and physiology of the distinct biological tissues which form the 
biological sample. In this context, the abovementioned researchers
82
 studied the 
distribution of β-carotene in carrot roots. To date, no detailed investigation has been 
carried aimed to compare the spatial distribution of the ν4 band intensity with that of ν1. 
Since the intensity of the (out-plane) ν4 vibrational band can be related with the actual 
carotenoid molecular configuration and aggregation, we wanted to investigate these spatial 
distributions in carrot roots as a way to get insight on the spatial differentiation of 
carotenogenesis in the cited fruit. This subject constitutes one of the objectives of the 
present work. Detailed information about the measurements and findings are described in 
several chapters of the Thesis (see further below). 
It is well known that polarized Raman spectroscopy has emerged as a powerful technique 
for investigating molecular ordering in condensed phases and biological materials
85-88
 . 
Thus, for example, polarized resonance Raman spectra of carotenoids in biological 
matrices have been studied and compared with those of β-carotene in acetonitrile 
solutions
89
. These authors found the carotenoid depolarization ratios in liquid solutions 
were smaller than those of carrot matrices explaining the observed difference by the 
increasing degree of order of β-carotene in carrot samples with respect to those of liquid 
solutions. 
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We were motivated by these types of investigations and, specially, by the valuable 
information that can be gained on the pigment structure (e.g., molecular ordering, degree 
of compactness or fluidity, degree of maturity) by using linear polarized light Raman 
spectra. Hence, at the experimental level, we extended the previous Transmission 
Resonance Raman technique incorporating linear polarized light, both in the excitation and 
detection region. This improvement allowed the measurement of depolarization ratios for 
any Raman bands of the carotenoid contained in the fruit.  
The starting hypothesis of the research plan along this direction assumed that the 
depolarization ratio observed in a biological (fruit) tissue depends not only on the 
symmetry of the investigated Raman band, but also on the tissue optical thickness, which 
can change during the postharvest life and, consequently, with the fruit degree of maturity. 
As a result, questions such as what could be learned by measuring the Raman 
depolarization ratio dependence on the fruit tissue thickness or maturity clearly motivated 
our planned research. 
Not only the measurement of the carotenoid Raman band depolarization ratios in several 
fruits, like tomatoes or mangos, motivated the present investigation, but also the temporal 
evolution of the carotenoid Raman intensity along their maturation period. In principle, we 
were aware that the carotenoid evolution and the change of the optical scattering 
coefficients during tomato ripening were not independent but related processes
84, 90
. 
However, a kinetic description of their specific roles was still needed. Thus, for example, 
while in big tomatoes of the Rambo variety the maturation/ripening process is marked by a 
significant change in the fruit color
91
, for some cherry tomatoes, maturation takes place 
without a significant change in the fruit’s skin color, which may indicate that the scattering 
coefficient change could be very different during both fruit maturation processes. 
Considering that the change of the fruit optical parameters played a definite role in the 
tomato ripening due to the concomitant cell wall degradation, we wondered, could we 
develop a kinetic model to predict the effective postharvest lifetime of the fruit? Could the 
maturation period be quantitatively related to the time evolution of the tomato carotenoid 
concentration and other signatures observed in their Raman spectra? These and other 
related questions motivated our investigation in order to develop a general kinetic model 
for tomato maturation based both on carotenoid content and on optical parameters 
estimated from Raman spectral signatures. 
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Unfortunately, the measurement of Raman spectra in fruits like tomatoes with thickness 
longer than 1 cm presented a problem due to the low signal to ratio when the transmission 
configuration was used. Hence the first requirement was to change the experimental 
configuration to those of 180° backscattering and polarized 90° scattering modalities, to 
investigate the time evolution of the carotenoid band signals for a series of tomato fruits. In 
parallel, a kinetic model was developed to describe the tomato-ripening process through 
the temporal evolution of carotenoid Raman signal intensities. This interplay between 
theoretical and experimental data also motivated our work and was successfully 
demonstrated as shown below. 
The relative stability of lycopene and β-carotene in addition to the kinetic of their thermal 
degradation process have been studied by several groups
92-101
, however, to the best of our 
knowledge, a full study of the kinetic of both carotenoid degradation with spectral 
identification of the most relevant products is still required. This necessity was in part one 
of the motivations of the research stay of the author of the present Thesis in the Chemistry 
Department of Coimbra University in which period this investigation was carried out 
combining ATR-IR and Raman spectroscopy with DFT calculations as described in the 
present Thesis. 
1.10. Main objectives and structure of the Doctoral Thesis 
In view of the current status of the Raman spectroscopy application in the study of fruits 
and plants, the main objective of the present Doctoral Thesis is to investigate the presence 
of carotenoid and their evolution in distinct fruits using this non-invasive spectroscopy as a 
way to assess the health status of the fruit as well as to gain insight into the physiological 
processes like maturation that govern their post-harvest life and ripening status. This global 
task will be implemented by the following specific objectives.  
1. To measure the Raman bands of carotenoids in several samples and fruits (carrot 
root, tomato, mango, etc.) using the Transmission Resonance Spectroscopy 
technique; specifically to record their intensity and spatial distribution as a function 
of the type of fruit, postharvest life, ripening and physical status. It should be 
emphasized that not many studies have been performed on the determination and 
evolution of carotenoids combining the Resonance Raman effect and the 
transmission configuration which for example will allow the sampling of the 
carotenoid distribution in the entire biological matrix. 
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2. To develop a linear polarized Raman technique both in transmission and 90° 
configurations and, subsequently, to measure depolarization ratios of the most 
prominent carotenoid Raman bands in several samples and fruits as a function of 
their thickness, post-harvest life and ripening state. 
 
3. To develop a theoretical model incorporating kinetic and spectroscopic information 
to describe through the Raman signal intensities of the carotenoid bands the 
ripening process of the fruit and hence to be able to predict the health status of the 
investigated fruit. 
 
4. Same objective as the one described in point 3 but using depolarization ratios of the 
most prominent Raman band of carotenoid in distinct fruits. 
 
5. To investigate the stability and thermal degradation kinetic of both lycopene 
extracts and in β-carotene standards; this objective will be achieved by measuring 
both Raman and IR spectra of the carotenes under investigation and their 
decomposition products as a function of the heating time at different temperatures. 
In parallel, DFT calculations using the method discussed further above will be 
performed in order to compare experimental spectra of the degradation product 
with the theoretical ones. This objective aims to understand the degradation process 
kinetic and mechanisms as well as to provide quantitative information on the 
relative carotene thermal stability and reactivity. 
Taking into account the previously described objectives, the doctoral thesis is structured as 
follows:  
 Chapter 2 is fully dedicated to describe all experimental techniques developed and/or 
used in the thesis. This includes Transmission Resonance Raman Spectroscopy, back 
scattering Resonance Raman Spectroscopy, Linear Polarized Resonance Raman 
Spectroscopy in transmission and 90º scattering configuration, ATR –IR Spectroscopy and, 
the two theoretical DFT methods used to calculate the electronic structurer and Raman 
spectra of β-carotene and lycopene with their thermal degradation products.  
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Chapter 3 and 4 are devoted to present the experimental Raman spectra of carotenoid 
measured in pellets and different fruits (carrot roots, tomatoes, mangos) and their analysis 
and discussion. Some of the key results are the measurement of the most predominant 
Raman bands of the two carotenoids mentioned earlier, their assignment to the respective 
vibrational modes of the compound under study. The spatial distribution of the carotenes 
across the biological tissue, the measurement of the depolarization ratio of the most intense 
bands, the evolution of the Raman signal of some of the vibrational modes as a function of 
the sample thickness or the reopening status of the fruit. 
Conceptually, one of the most relevant parts of the present Thesis concerns the data 
analysis and discussion of the Raman signatures described in Chapter 4. To some extent, 
this has been accomplished with the aid of different models, based on kinetic and 
spectroscopic parameters. For instance, the theoretical model developed to account on the 
temporal evolution of the Raman signals, allowed us to characterize the whole maturation 
process of tomatoes involving basically two parameters: one of kinetic nature, the rate 
coefficient of carotenoid synthesis and the other of spectroscopic nature: the scattering 
coefficient which accounts for the tissue degradation during the ripening process of the 
fruits. Other models used to successfully describe the experimental data, will be given in 
Chapter 4. 
The study of the thermal decomposition of the two carotenoids, β-carotene and lycopene, is 
described in Chapter 5 and 6. Similarly to chapter 3 and 4, Chapter 5, deals with the 
experimental results and the following one, and Chapter 6, deals with their analysis and 
discussion. The main body of the results presented in Chapter 5 consists of the IR and 
Raman spectra of the heated sample -containing both the carotenoid and formed product- 
as a function of the time and temperatures.  
The data analysis and discussion described in Chapter 6 are based on the spectral 
identification of the most prominent bands of the initial, unreacted carotenoid as well as of 
those assigned to the product originated, mainly apocarotenoids, in the thermal 
decomposition. Obviously, the latter task required the full calculation of the electronic 
structure and IR and Raman spectra of a series of possible decomposition products, using 
the DFT methods described in Chapter 2, on the one hand, and the comparison between the 
experimental and theoretical spectra, on the other hand. This detailed study has allowed the 
determination of the reaction kinetic, activation energy and reaction pathways of the 
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thermal decomposition of the β-carotene as well as provided valuable information on the 
stability and reactivity of these two pigments, i.e. lycopene and β-carotene. 
Finally, Chapter 7 and 8 provide a summary of the thesis and highlights the most relevant 
conclusions that can be drawn from the present work. The supplementary information, 
referred to in the text is attached at the end of the memory in the form of Appendix I, 
Appendix II and Appendix III. 
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2. SISTEMAS EXPERIMENTALES: Material y métodos 
En este capítulo se especifican los métodos experimentales empleados para el para el 
tratamiento de muestras. Además, se explican en detalle los equipos empleados para 
desarrollar las medidas espectrales y las condiciones de obtención de espectros a lo largo 
de esta Tesis Doctoral.  
2.1. Muestras Biológicas y Patrones de β-Caroteno 
En este punto, se va a detallar el tratamiento llevado a cabo en las muestras empleadas 
antes de realizar las medidas experimentales, tanto biológicas como de patrones. 
Las muestras biológicas analizadas fueron de distintos frutos, entre ellos, zanahorias tipo 
Nantesa, mangos cortados en rodajas, tomates cherry de distintas variedades, tomates 
Rambo y extractos de licopeno.  
Los patrones estudiados fueron de β-caroteno en pastillas parecidas a las que se emplean 
para el estudio de infrarrojo. 
2.1.1. Rodajas de zanahoria y mango 
Las muestras de zanahoria y mango se adquirieron en el Mercado Central de Madrid y 
fueron lavadas con agua destilada para eliminar cualquier señal debida a otros 
componentes. Una vez lavadas, se conservaron a temperatura ambiente. 
Debido a que una gran parte de los estudios se llevó a cabo en rodajas de zanahoria y 
mango, fue necesario cortar las muestras con precisión a la anchura deseada, para ello, se 
empleó un micrótomo modelo CM 1850 de la casa comercial Leica instalado en el C.A.I 
de Cartografía Cerebral situado en el Instituto Pluridisciplinar de la Universidad 
Complutense. Tras la congelación de la muestra se acciona el dispositivo obteniendo el 
espesor de rodaja deseado para cada medida. 
En la parte del trabajo en la que las medidas se realizaron con muestras a espesor fijo, éste 
fue de 500 μm para las rodajas de zanahoria y de 700 μm para las de mango, ya que con 
esos valores se alcanza un compromiso entre la minimización de la fluorescencia y el 
máximo de señal Raman, aunque también se adquirieron espectros de rodajas de zanahoria 
empleando muestras de 5 mm de espesor. Finalmente, el diámetro de las rodajas tanto de 
zanahoria como de mango fue de 21 mm.  
Capítulo 2 
52 
 
Para las medidas realizadas con muestras a espesor variable, se trabajó con valores 
comprendidos entre 400 μm y 900 μm con el fin de obtener una serie de datos relacionados 
con parámetros ópticos en función de la anchura de muestra. 
Para una mejor ilustración, en la Tabla 2.1 se presentan los espesores empleados en ambos 
tipos de medidas. 
Tabla 2.1: Espesores de las muestras empleadas. 
Tipo de Muestra Espesor Valor del espesor (μm) 
Rodajas de zanahoria Fijo 500 
Rodajas de zanahoria Variable 
400 
500 
600 
700 
800 
900 
Rodajas de mango Fijo 700 
 
2.1.2. Muestras de Tomates 
Se compraron distintos tipos de tomates Cherry y Rambo el mismo día de su llegada al 
mercado; cada tomate Cherry se identificó por su color y los tomates Rambo se 
seleccionaron preferiblemente en su estado inicial de maduración. Posteriormente, los 
frutos se limpiaron con agua destilada antes de colocarlos en el portamuestras del sistema 
de medida. Los frutos se almacenaron a una temperatura de 12°C hasta que se realizaron 
las medidas espectroscópicas. Una vez localizados en su posición óptima continuaron a la 
temperatura del laboratorio (22°C) hasta el final de los experimentos. Todas las medidas 
Raman comenzaron 12 horas después de la compra de los frutos. 
2.1.3. Extractos de licopeno 
Los extractos de licopeno se obtuvieron mediante una adaptación de la patente citada
1
, 
aunque únicamente se empleó hexano como disolvente. En primer lugar se aislaron las 
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pieles de los tomates, posteriormente se secaron a 50-60°C hasta pesada constante para 
finalmente, llevar a cabo la extracción. El volumen de hexano añadido fue de 1 mL por 
cada 13.2 mg de pieles. El tiempo de extracción fue de 90 minutos y la temperatura de 
extracción fue de 40°C.  
Parte del exceso de disolvente se eliminó en un rotavapor, y el resto en un liofilizador 
Scanvac CoolSafe de 9L a una temperatura de -90°C < T < 95°C durante 24 horas y a 
presión reducida obteniéndose los extractos al final del proceso. 
2.1.4. Pastillas de muestra Patrón 
Para varios de los experimentos llevados a cabo, se empleó un patrón de β-caroteno 
adquirido a la casa comercial Sigma Aldrich con un 97% de pureza. La finalidad principal 
fue la de obtener medidas Raman en una matriz diferente a la biológica (inorgánica) y 
medidas de infrarrojo para evaluar la descomposición térmica del patrón (puro). En el caso 
del Raman, dicha matriz ha de estar compuesta por una sustancia inactiva en la citada 
espectroscopia con el fin de evitar posibles interferencias con la señal; en este caso, la sal 
empleada fue bromuro potásico (KBr). Las muestras fueron preparadas con 
concentraciones crecientes de β-caroteno, parecidas a las que se emplean para medidas de 
infrarrojo, siendo el espesor aproximado de las mismas de 0.2 mm. A pesar de preparar las 
muestras a diferentes concentraciones, la proporción de β-caroteno con respecto al KBr 
siempre fue ≤ 4 % para optimizar la señal Raman evitando su saturación, ya que el detector 
posee una alta sensibilidad.  
Al objeto de preparar la concentración deseada, definida ésta como mg de β-caroteno por 
cada 50 mg de pastilla total, se empleó una balanza Voayager V10640 adquirida a la casa 
comercial Oahus Corporation con 4 cifras significativas, suficiente para el tipo de estudios 
llevados a cabo. Esta balanza también se empleó para evaluar la pérdida de masa de las 
rodajas de mango en función del tiempo. 
Por otro lado, en el caso de la espectroscopia infrarroja, al emplear la variante de ATR 
(Attenuated Total of Reflectance) el compuesto puede analizarse directamente sin 
necesidad de preparación de muestra. 
2.2. Medidas de Espectroscopia UV-Vis 
Las medidas de UV-Vis presentadas se han llevado a cabo con dos espectrómetros 
diferentes. El primero de ellos, modelo Jasco V-530 UV-Vis, se empleó para las muestras 
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de β-caroteno. El segundo, utilizado para las medidas de capacidad antioxidante del β-
caroteno se corresponde con el modelo UV-Vis Biotek μQuant que cuenta con el programa 
de Software Gen5. 
2.3. Espectroscopia Raman Resonante de Transmisión (TRRS) 
La técnica seleccionada para las medidas de los carotenoides en esta parte de la Tesis 
Doctoral, especialmente del β-caroteno, (el componente mayoritario en rodajas de 
zanahoria) fue la Espectroscopia Raman Resonante de transmisión (TRRS). Dicha técnica 
es una combinación de la Espectroscopia Raman Resonante y la Espectroscopia Raman de 
Transmisión tal y como se describe en el Capítulo 1; esta técnica a su vez, fue desarrollada 
en nuestro laboratorio y empleada como sistema experimental en algunos trabajos ya 
publicados
2
. 
A continuación, se explica el porqué de la elección de este sistema experimental en lo 
referente al láser y a la configuración en la que se llevaron a cabo las medidas en este tipo 
de experimentos. 
2.3.1. Elección del láser de excitación 
Para las medidas en las que el componente mayoritario es el β-caroteno se empleó la 
configuración de transmisión tanto en muestras de zanahorias como de patrones. La 
elección del láser lleva asociados dos motivos fundamentales: El primero se basa en el 
grupo cromóforo de dobles enlaces conjugados extendidos linealmente presentes en dicha 
molécula.  
El efecto de la conjugación incrementa significativamente la intensidad de absorción de las 
bandas ππ*(efecto hipercrómico). Esto se debe al aumento del momento dipolar de 
transición al incrementarse las dimensiones del cromóforo. Las estructuras más extendidas 
de manera lineal con todos los dobles enlaces conjugados en trans, presentan mayores 
intensidades en comparación con aquellas moléculas que contienen algunos dobles enlaces 
de la cadena conjugada en la posición cis
3
. 
En la Figura 2.1 se puede observar la molécula del β-caroteno en la que destacan la elevada 
alternancia de enlaces simples y dobles a lo largo de toda la estructura. 
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Figura 2.1: Estructura molecular del β-caroteno donde destaca la alta conjugación de dobles enlaces. 
Debido a la gran longitud de la conjugación en este tipo de cadenas, la absorción es muy 
buena lo que convierte a la espectroscopia Raman Resonante en idónea para llevar a cabo 
medidas en este tipo de moléculas. 
El segundo motivo referente a la elección de la longitud de onda de 532 nm, tiene que ver 
con el espectro de absorción mostrado en la Figura 2.2. En dicha figura, se aprecian dos 
máximos claramente diferenciados dentro de la banda de absorción. La longitud de onda 
que se va a emplear para realizar las medidas en condiciones de resonancia coincidirá pues, 
con uno de los valores de la cola de la banda de absorción. Al contrario de lo que se podría 
pensar, no se elige el máximo debido a la competencia existente entre el proceso Raman y 
la fluorescencia.  
A pesar de que la excitación se encuentra en la cola de la banda de absorción, el efecto de 
la resonancia produce un aumento considerable de la señal Raman al encontrarse dentro de 
dicha banda. Por este motivo, al elegir la longitud de onda mencionada, el efecto de la 
fluorescencia queda minimizado de una manera significativa. 
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Figura 2.2: Espectro de absorción UV-VIS del β-caroteno en hexano. 
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Asimismo, conviene resaltar que gracias a la condición resonante, se producirán mejoras 
en la selectividad, con el consiguiente incremento en la intensidad de las señales obtenidas 
en comparación con los espectros no resonantes de este tipo de moléculas. 
2.3.2. Elección de la configuración 
En espectroscopia Raman, existen diversos tipos de configuraciones geométricas 
experimentales para la recogida de la señal, desde la configuración en backscattering 
(dispersión hacia atrás) con colección a 180°, hasta la de transmisión a 0°, pasando por la 
recogida de señal a 90°. 
Para esta sección de la Tesis Doctoral, tal y como se ha comentado, el sistema de recogida 
de señal empleado fue el de transmisión. Uno de los motivos que condujeron a la elección 
de dicha configuración, fue la naturaleza de las muestras (rodajas de zanahoria y pastillas 
de patrón), donde la luz proveniente de la fuente de excitación atraviesa un medio turbio 
que no bloquea la luz en su totalidad. Además, esta técnica es ampliamente utilizada en el 
estudio de sólidos
4, 5
, siendo una de sus mayores ventajas la capacidad de obtener 
información de la muestra completa ya que atraviesa su matriz y no sólo su superficie.  
2.3.3. Equipo experimental 
Una vez seleccionada la fuente de excitación y la configuración, se empleó el montaje 
experimental que se muestra en la Figura 2.3.  
 
Figura 2.3: Montaje esquemático para las medidas de Transmisión Raman Resonante (TRRS). 1: Láser de 
diodo (CW λ=532nm); 2: Fotodetector; 3: Medidor de potencia; 4: Espejo (90°); 5: Lente plano convexa f 
(75mm) (φ=25.4mm); 6: Porta muestras con micrómetro XY y muestra; 7: Diafragma; 8: Lente plano 
convexa f (25mm) (φ=25.4 mm); 9: Filtro de corte (Semrock modelo LP03-532RU-25); 10: Espectrógrafo 
Shamrock 163; 11: CCD (Charge Coupled Device) con módulo de enfriamiento: Detector modelo Newton 
(Andor) 920; 12: Ordenador.  
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En la figura anterior, se puede ver que el sistema lleva asociado una cámara de detección 
CCD (Charge Coupled Device), dicha cámara se encuentra acoplada a un ordenador, con 
una versión software Andor SOLIS.  
Tanto la CCD, como el láser, pasando por el espectrómetro, el diafragma, la rendija y el 
detector de potencia serán los mismos para las técnicas que emplean luz polarizada y 
sonda. 
A continuación, se dará una breve descripción de las partes más importantes de las que 
consta el sistema de Transmisión Raman Resonante:  
Láser de estado sólido (λemisión = 532 nm): Láser de diodo de onda continua modelo GVA-
50 adquirido a la casa comercial Howard Potter. El haz láser cruza un sistema de espejos y 
posteriormente se focaliza gracias a una lente plano-convexa. El diámetro del spot (término 
que se empleará en vez de mancha) del láser que interacciona con la muestra varía de 300 a 
1500 μm dependiendo del experimento a realizar.  
Lente plano-convexa: Está formada por un cristal cuya distancia focal es de 75 mm. Una 
vez que la luz del láser la atraviesa, el spot del mismo disminuye su diámetro 
significativamente, este hecho minimiza la superficie de incidencia sobre la muestra 
aumentando así la potencia del haz ya que ésta depende de la superficie iluminada.  
Micrómetro XY: Se trata de una parte importante del sistema experimental, sobre él se 
coloca un portamuestras para fijar tanto las pastillas de patrones, como las rodajas de 
zanahoria. Gracias al micrómetro acoplado, se pueden realizar movimientos precisos en el 
plano XY tanto para medir en distintas zonas como para obtener una señal óptima.  
Una vez que la muestra es atravesada, la radiación se dirige tras pasar por un diafragma 
hacia la CCD, pero antes atravesará otra lente, un filtro y una rejilla.  
Diafragma: Su función principal es colimar la luz transmitida tras interaccionar con la 
muestra. El diafragma es regulable, hecho que permite alcanzar un óptimo en la relación 
señal/ruido.  
La luz colimada será recolectada a continuación mediante una segunda lente plano-
convexa cuyo diámetro es φ = 25.4 mm y cuya distancia focal es de 25 mm. Más adelante, 
el haz de luz que ha sido transmitido alcanza un filtro.  
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Filtro: Antes de entrar al detector, el sistema presenta un filtro razor-edged® modelo 
LP03-532RU-25 adquirido a la casa comercial Semrock. Éste, dota al sistema de una 
transmitancia del 98% de todas las longitudes de onda mayores de 532 nm y de una 
transmitancia menor del 7-10 % en radiaciones iguales o inferiores a la comentada. La luz 
finalmente alcanza una rendija y la atraviesa.  
Detector de potencia: Como parte externa del sistema, existe un medidor de potencia con 
un cristal fotónico que permite conocer la intensidad del láser incidente sobre la muestra 
con el fin de llevar a cabo medidas reproducibles. El modelo del detector es LM-45 HTD 
de la casa comercial Coherent. 
Módulo de enfriamiento: Finalmente, ligado al sistema, se halla un módulo de enfriamiento 
con líquido anticongelante encargado de mantener la temperatura de la cámara CCD 
constante (EX2-752BK). 
Espectrómetro acoplado a CCD: Asociado a la cámara CCD se encuentra un 
espectrómetro Shamrock 163 que posee una rendija de entrada, con una anchura de entre 
25-50 μm, también regulable. Una vez sobrepasada se llega a una red de difracción y 
finalmente a la CCD. La CCD empleada se corresponde con el modelo Newton 920 series, 
adquirido a la casa comercial Andor junto con el consiguiente programa de software con el 
que se tomaron los espectros. Esta cámara se encuentra enfriada a una temperatura ≤-90°C 
con el objetivo de minimizar el ruido. 
2.3.4. Condiciones experimentales 
En general, el número de adquisiciones seleccionado ha dependido de la naturaleza de la 
muestra y del cociente señal/ruido. En cada medida realizada a lo largo de esta Tesis 
Doctoral ha variado entre 10-30 adquisiciones, siendo de 10 segundos cada una, salvo 
algunas excepciones indicadas convenientemente al pie de los espectros correspondientes. 
Para llevar a cabo este tipo de medidas, se empleó una potencia de 30 mW, salvo algunas 
excepciones también indicadas. La temperatura de trabajo de la CCD fue ≤-90°C. 
Las adquisiciones de los espectros se llevaron a cabo con una resolución de 4 cm
-1
. 
Además, para las medidas de rodajas de zanahoria en función del radio la distancia al 
centro se varió entre 0 y 11 mm en incrementos de 300 μm. 
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Para cada rodaja se repitieron tres experimentos por lo que se mostrará el promedio de 30 
espectros en total. En cuanto a la realización de las medidas mediante esta técnica, se 
tuvieron en cuenta 10 rodajas de zanahoria de la misma variedad a espesor constante.  
Por regla general los espectros Raman para una misma zona de estudio mostraban una 
intensidad similar con variaciones del 5–7%. Tras la adquisición de espectros de rodajas de 
zanahoria y pastillas de patrones se procedió a la corrección de la fluorescencia mediante el 
software SCARF-Application que es una versión modificada del conocido “Rolling Circle 
Filter” 6,7. 
Gracias a este programa se minimiza el efecto de la fluorescencia obteniéndose un espectro 
Raman mejorado, ideal para los estudios que se llevaron a cabo. 
2.4. Espectroscopia Raman Resonante de Transmisión con Luz Linealmente 
Polarizada (TRRS-LPL) 
Otro de los objetivos prioritarios de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de una nueva 
técnica a partir de otra preexistente
2
, que permita obtener mejoras y la posibilidad de medir 
nuevos parámetros imposibles de estimar con la técnica anterior. Por lo tanto, en este 
punto, se decidió ir un paso más allá y desarrollar una nueva técnica capaz de indicar el 
estado de salud de los frutos y la variación del cociente de despolarización tanto con el 
tiempo como con el espesor de las muestras. 
Partiendo del equipo anteriormente descrito, se incorporaron dos componentes ópticos 
adicionales. Un primer polarizador tipo Glan-Taylor antes de la muestra que permanecerá 
fijo durante todos los experimentos y cuya polarización es la misma que la del láser 
(paralela), y un segundo polarizador del mismo tipo que el anterior con dos 
configuraciones posibles; la primera paralela a la polarización del láser y por lo tanto al 
primer polarizador y la segunda perpendicular, de tal manera que si no existiese muestra y 
la luz atravesase consecutivamente ambos polarizadores, prácticamente se extinguiría.  
De esta manera, los cambios observados respecto a la polarización de la señal Raman de 
cualquier banda bajo estudio, serán producidos por la propia muestra. Superponiendo 
ambos espectros se podrá obtener el cociente de despolarización de cada banda Raman 
mediante la división de los máximos de señal adquiridos en configuración paralela y 
perpendicular
8
, tal y como se indica en la ecuación [2.1].  
Capítulo 2 
60 
 
ρ =
I|_
I||
        [2.1] 
2.4.1. Equipo Experimental 
En la Figura 2.4 se muestra el nuevo sistema experimental con todas sus partes descritas y 
detalladas en el pie de figura. Cabe destacar en este punto que la elección del láser y de la 
configuración se llevó a cabo en base a los mismos criterios que se han explicado en la 
sección 2.3.1. 
 
Figura 2.4: Montaje experimental empleado para medir el cociente de despolarización en espectroscopia 
Raman Resonante de Transmisión con Luz Linealmente Polarizada. (1): A: Láser de diodo (CW λ=532nm), 
B y C: Sistema de espejos, D: Medidor de potencia, E: Primer polarizador Glan-Taylor, F: Fuente de 
alimentación y control del láser, G: Cámara CCD, H: Sistema de refrigeración de la cámara CCD. (2): I: 
Lente plano convexa f (75 mm), J: Muestra, K: Portamuestras con micrómetro XY, L: Diafragma, M: 
Segundo polarizador Glan Taylor, N: Lente plano convexa de 25 mm de distancia focal y filtro 532 nm, O: 
Entrada al detector. P: Espectrómetro. 
Como se ha comentado, al equipo antes descrito se le añadió un polarizador antes de la 
muestra para eliminar la radiación láser no polarizada en el plano deseado, de esta manera 
se puede afirmar que la radiación que incide sobre la muestra está polarizada como mínimo 
en un factor de 10
5
:1 según las especificaciones del fabricante. Además, la adición de un 
segundo polarizador con las mismas características que el primero permite estimar un 
nuevo parámetro óptico, imposible de determinar con la técnica descrita en la sección 2.3. 
Para mayor claridad en la Figura 2.5 se muestra cómo se comporta la radiación antes y 
después de interaccionar con la muestra.  
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Figura 2.5: Esquema ilustrativo de distintas configuraciones para la medida del cociente de despolarización. 
M: Muestra; G.T.P: Polarizador Glan-Taylor; A: configuración para la medida de polarización paralela; B: 
configuración para la medida de polarización perpendicular. 
Antes de llegar a la muestra, la luz está totalmente polarizada y es la propia matriz la que 
cambia dicha polarización, con el segundo polarizador y su configuración, se selecciona la 
componente que se desea detectar. De esta manera, en la Parte A de la figura se detectaría 
la polarización paralela respecto a la incidente, mientras que en la parte B se detectará 
únicamente la componente perpendicular con respecto a la radiación incidente. 
De este modo, la despolarización producida por la muestra se puede medir. Únicamente 
hay que tener en cuenta las intensidades obtenidas de cada banda a ambos ángulos y 
aplicar la expresión [2.1]. 
Definición de los ángulos paralelo y perpendicular 
Antes de añadir los polarizadores es imprescindible definir qué ángulo será paralelo a la 
polarización del láser y cuál perpendicular. Así, tal y como se ha especificado con 
anterioridad, cuando el polarizador tenga la orientación paralela al láser, permitirá pasar el 
máximo de luz, mientras que cuando el cristal tenga la orientación perpendicular 
teóricamente cruzará el mínimo de intensidad. 
Para definir la disposición paralela de forma experimental, se llevaron a cabo medidas de 
intensidad a ángulos variables mediante el uso de un medidor de potencia. Los datos 
experimentales obtenidos se presentan en la Figura 2.6. 
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Una vez obtenido el ángulo al que la intensidad es máxima, éste quedó definido como el de 
la posición paralela con respecto a la polarización del láser. Seguidamente, se encontró el 
ángulo de mínima intensidad, que se definió como el de la posición perpendicular. 
De esta manera, el ángulo en el que se deja pasar la mayor parte de la luz del láser se 
corresponde con aquel en el que el polarizador se encuentra a 60°. Encontrándose 
configuración perpendicular a 150°, es decir, desplazada 90° con respecto al máximo, tal y 
como predice la teoría.  
Como ya se ha comentado, si se colocasen los dos polarizadores de forma consecutiva y 
sin muestra de por medio, es decir el primero a 60° y el segundo a 150°, y se midiese la 
intensidad después del segundo polarizador, su valor se encontraría por debajo del nivel de 
ruido.  
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Figura 2.6: Intensidad frente al ángulo del polarizador 
2.4.2. Condiciones experimentales 
Debido a que se estudiará la variación del cociente de despolarización con el espesor de la 
muestra, es vital que no exista ninguna dependencia del propio sistema de detección 
respecto a la polarización de la luz incidente. Por lo tanto, después del segundo polarizador 
la radiación pasa por una fibra óptica para aleatorizar la polarización y eliminar cualquier 
sensibilidad específica del instrumento de medida respecto al tipo de polarización de la luz 
empleada, eliminando de esta manera cualquier dependencia del sistema de detección con 
Sistemas Experimentales: Material y Métodos 
63 
 
la polarización. Incluso en el caso de que persistiera alguna contribución menor asociada a 
la sensibilidad de polarización, ésta sería constante, es decir, constituiría un pequeño factor 
de escala sin mayor relevancia, puesto que el parámetro medido tiene que ver con la 
variación del coeficiente de despolarización en función del espesor de la muestra. 
En los estudios de variación del cociente de despolarización con el espesor y con el tiempo, 
se realizaron cinco determinaciones para cada punto experimental presentado.  
Las condiciones experimentales típicas para cada espectro de Transmisión Raman 
Resonante con Luz Linealmente Polarizada fueron de 15 adquisiciones de 10 segundos 
cada una con una potencia de láser de 30 mW, y una temperatura de la cámara CCD ≤-
90°C. La fluorescencia de los espectros obtenidos se eliminó mediante el software SCARF 
Application basado en el método del Rolling Circle Filter
6, 7
 tal y como se ha comentado 
en técnicas anteriores. 
2.5. Espectroscopia Raman Resonante con Dispersión a 180° y a 90° 
Para el análisis y medidas de la evolución temporal de la señal Raman de carotenoides 
presentes en tomates, hay que tener en cuenta su contenido mayoritario en licopeno, cuya 
estructura es muy similar a la del β-caroteno. En la Figura 2.7 se puede observar la 
conformación molecular del citado polieno. 
 
Figura 2.7: Estructura molecular del licopeno donde destaca la alta conjugación de dobles enlaces. 
Tal y como se puede intuir, sus características son muy similares a las de la molécula de β-
caroteno antes estudiada debido a su similitud estructural de dobles enlaces conjugados. 
En la Figura 2.8 se presenta un espectro de absorción perteneciente a un extracto de 
licopeno. A 532 nm, al igual que sucedía con el β-caroteno existe cierta absorción. Por 
ello, para este sistema experimental se empleó el mismo láser que en las medidas 
anteriores a la citada longitud de onda ya que las muestras estudiadas fueron de tomates. 
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Figura 2.8: Espectro de absorción UV-VIS de un extracto de licopeno en hexano 
El sistema experimental consta de una fibra óptica asociada a una sonda. La luz del láser se 
enfoca sobre el canal de excitación de la citada sonda a través una lente. 
La estructura de la sonda se muestra en la Figura 2.9 donde se pueden apreciar sus 
diferentes partes. 
 
Figura 2.9: Sonda de la casa comercial InPhotonics modelo: RPBXXX empleada para las medidas de 
intensidad Raman a 180° (backscattering) y a 90° empleando solo el canal de detección. A) Canal de 
detección. B) canal de excitación. OM: Obturador manual. DF: Filtro dicroico F1: Filtro de paso largo OD 
(Optical Density) > 6. FPB2: Filtro de paso de banda. M: Muestra.  
La sonda acoplada a la fibra consta de dos zonas claramente diferenciadas, un canal de 
detección que se extiende hasta la entrada a la cámara de detección CCD, donde se 
adquirirá la señal Raman procedente de la muestra (A); y un canal de excitación a través 
del cual circula la luz del láser previamente enfocada en la fibra con una lente (B).  
El canal de excitación consta de un filtro de banda estrecha, cuya misión es asegurar que la 
longitud de onda incidente en la muestra sea de 532 nm. Por otro lado, el canal de 
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detección posee un filtro de paso largo cuya densidad óptica es OD > 6. Además, al final 
del canal de excitación existe un filtro dicroico encargado de redirigir la señal hacia el 
canal de excitación. 
2.5.1. Espectroscopia Raman Resonante con sonda en Backscattering 
En lo referente al estudio de medidas de intensidad Raman de los distintos tipos de tomates 
con el paso del tiempo, la técnica espectroscópica empleada, fue desarrollada a modo de 
ampliación con respecto a las usadas previamente a lo largo de esta Tesis Doctoral. El 
sistema consta de la fibra óptica antes presentada modelo RPBXXX de la casa comercial 
InPhotonics con dos canales, el láser enfocado es de onda continua y presenta una longitud 
de onda de 532 nm que, como ya se ha descrito, es resonante para este tipo de muestras. 
Asimismo, y en contraposición a técnicas empleadas más adelante, en la presente 
metodología se emplearán ambos canales. 
La distancia óptima de colocación de la muestra según el fabricante, es de 1 cm para 
recolectar la señal de la forma más eficiente posible en la configuración de retrodispersión. 
Por otro lado, el esquema del sistema experimental descrito para este tipo de medidas de 
intensidad de señal con el paso del tiempo se puede ver en la Figura 2.10 a.  
Debido a que las muestras objeto de estudio para este tipo de técnica son de tomates, y 
como lo que se pretende estudiar es la evolución de contenido de licopeno en la piel, no es 
necesaria la configuración de transmisión, siendo más adecuada la que aquí se emplea, es 
decir, a 180°. 
2.5.2. Espectroscopia Raman Resonante con Sonda a 90° empleando Luz Polarizada 
Para las medidas de evolución de la Polarización con el tiempo se empleó el equipo 
experimental que se muestra en la Figura 2.10 b. En este caso, la configuración de 
recolección de muestra ha cambiado y ahora es a 90°.  
Como novedad respecto a la obtención de espectros con sonda acoplada a fibra a 180°, en 
vez de enfocar el láser con una lente a través de la fibra óptica, se ha colocado un sistema 
de espejos cuya finalidad es conducir la radiación hasta la muestra tras atravesar el primer 
polarizador. Además, de igual manera que sucedía con el sistema comentado en la sección 
2.4, se varió el ángulo de un segundo polarizador Glan-Taylor. Tal y como se aprecia en la 
imagen 2.10 b., en la posición 1 de la figura, el segundo polarizador está colocado en 
disposición paralela con respecto a la radiación incidente sobre la muestra. En la parte 2 de 
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la misma figura el segundo polarizador se orienta de manera perpendicular con respecto a 
dicha radiación. 
Es preciso indicar en este punto, tal y como se dejó entrever con anterioridad, que en las 
medidas realizadas con la presente técnica, únicamente se empleó el canal de detección de 
la sonda, ya que la excitación se produce a través del sistema de espejos antes mencionado 
y no enfocando el láser en la fibra óptica como sucedía en otras metodologías. 
 
Figura 2.10: Montaje experimental para la medida de: (a) Señal Raman de carotenoides en tomates en 
configuración de Backscattering 180° (b) Cocientes de despolarización de las bandas Raman de los 
carotenoides presentes en el pericarpio exterior de los tomates a 90°. PC: Ordenador, CCD: Detector, F: 
Filtro, D: Dicroico, P.M: Medidor de potencia, L: Laser de diodo (CW, λ= 532nm), G.T.P: Polarizador de 
Glan-Taylor. 1) Configuración paralela, i.e. 𝜀 ̂𝑓 || 𝜀 ̂𝑖. 2) Configuración perpendicular 𝜀 ̂𝑓  ⊥  𝜀 ̂𝑖 Donde 𝜀 ̂ 
Representa el vector unitario del campo eléctrico. 
Como se ha mencionado en la sección 2.4.2, es fundamental, eliminar la posible 
dependencia del detector respecto a la polarización de la luz incidente, por ello, después 
del segundo polarizador la radiación pasa por una fibra multimodal, que se emplea para 
aleatorizar dicha polarización, lo que reduce significativamente la radiación Raman 
polarizada eliminando de esta manera cualquier dependencia de la polarización en lo que al 
sistema de detección se refiere.  
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2.5.3. Condiciones experimentales 
A través de esta técnica, mediante la adición de la sonda y la fibra óptica se pudieron 
detectar las señales de evolución temporal de los distintos tipos de tomate.  
En la parte 1 de la Figura 2.10 b se muestra de manera esquemática la disposición del 
equipo empleado. Todas las medidas se realizaron tras los tratamientos de muestras 
explicados en la sección inicial de este capítulo. Cada espectro fue el resultado de un 
promedio de 30 adquisiciones de diez segundos cada una empleando una potencia de láser 
de 46-50 mW con una temperatura en la cámara de detección ≤-90°C.  
Al igual que en otras metodologías, para estar seguros de que se mide siempre en el mismo 
punto, la muestra se ubica en un porta-muestras previamente fijado mediante tornillos.  
Gracias a los procedimientos anteriormente descritos, la fluorescencia se elimina con el 
Software Scarff Application
6, 7
, y una vez sustraída se toma la intensidad máxima del modo 
vibracional 1 a cada tiempo, dando como resultado gráficas de evolución temporal. 
Para los cálculos de cocientes de despolarización, los espectros se superponen y se tiene en 
cuenta la intensidad de los máximos empleando la expresión [2.1], que como se ha 
indicado anteriormente es uno de los parámetros a estudiar en este apartado de la Tesis. 
Finalmente, los resultados se representan en una gráfica y se ajustan a una ecuación 
matemática. 
2.6. Espectroscopia Raman Resonante a 514.5 nm  
Para las medidas de extractos ricos en licopeno y de patrones de β-caroteno y su variación 
con el tiempo de tratamiento térmico, el sistema experimental fue diferente a los 
empleados hasta el momento.  
Los espectros Raman se obtuvieron con un espectrómetro de triple monocromador Jobin-
Yvon T64000 en configuración directa (distancia focal 0.640 m, apertura f/7.5) equipado 
con una rejilla holográfica de 1800 surcos por mm. Por otro lado, se puede destacar que la 
apertura de la rendija fue de 200 μm. El sistema es similar al descrito en la referencia9. 
La dispersión elástica Rayleigh se eliminó con un filtro Notch, capaz de reducir su 
intensidad un factor de 10
6
. El Sistema de detección se mantuvo enfriado con nitrógeno 
líquido a lo largo de todos los experimentos.  
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La longitud de onda del láser empleado como fuente de excitación fue de 514.5 nm 
correspondiente a la línea del Ar
+
 (modelo Coherent, Innova 90C-04). Es importante 
reseñar, que a pesar de no coincidir con la longitud de onda empleada hasta el momento, 
continúa siendo resonante con la transición electrónica ππ*, tal y como sucedía con la 
empleada anteriormente y tal como se desprende de los espectros de absorción presentados 
con anterioridad. La potencia que recibió la muestra fue menor de 1 mW en el conjunto de 
medidas. Asimismo, todos los espectros obtenidos se registraron gracias a un objetivo 
Olympus MSPlan 50x. Finalmente, es preciso destacar que gracias al acoplamiento de un 
microscopio confocal sólo se registraban las zonas de la muestra que se encontraban dentro 
del foco. Todos los espectros fueron registrados mediante 10 adquisiciones de 15 segundos 
cada una. 
2.7. Espectroscopia Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada (ATR-IR) 
Para los análisis cinéticos referentes a la estabilidad térmica de β-caroteno y la evolución 
temporal de los extractos de licopeno con la temperatura, la técnica empleada fue la de 
Espectroscopia Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada (ATR-IR).  
Se empleó un espectrómetro de Infrarrojo modelo Vertex70 de la casa comercial Bruker 
con la versión de software Opus 7.5. Debido a que el espectro obtenido por ATR no se 
corresponde de manera exacta con el logrado por transmisión, es necesario aplicar un 
factor de corrección (Extended ATR Correction) gracias a un algoritmo incorporado el 
software antes citado. En todos los casos el factor empleado fue de 1, ya que con este valor 
la aproximación a los espectros obtenidos por transmisión era casi total.  
Cada espectro fue adquirido en el intervalo de 400-4000 cm
-1
 con una resolución de 2 cm
-1
, 
promediando 128 adquisiciones en cada medida.  
El sistema se encuentra a baja temperatura, enfriado con nitrógeno líquido, y con un flujo 
constante de nitrógeno para evitar las señales asociadas al CO2. Finalmente, se puede 
resaltar que, en todos los espectros se ha aplicado una corrección de posibles señales 
producidas por la humedad y el H2O presente en el ambiente mediante una función 
disponible en el software ya descrito.  
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2.8. Modelización Molecular 
En los estudios de modelización molecular llevados a cabo referentes al β-caroteno, sus 
productos de descomposición esperados y el licopeno, es interesante mencionar que se 
emplearon dos métodos diferentes aunque con resultados similares. 
Los cálculos se desarrollaron a través del programa Gaussian 03w y 09w con sus versiones 
(G03w y G09w, respectivamente)
10,11
 mediante dos métodos DFT (Density Functional 
Theory). Debido a que las funciones de polarización son importantes a la hora de llevar a 
cabo estudios de estructuras en disposición todo trans y son esenciales para tener en cuenta 
las polarizabilidades de los electrones π en sistemas conjugados12-14, el conjunto de bases 
elegido para los cálculos fue aquel que tiene en cuenta todas las funciones de polarización 
de cualquier átomo diferente a hidrógeno, es decir, el 6-31G*. 
En primer lugar, se tuvieron en cuenta los cálculos de tipo mPW1PW91/6-31G* ya que 
presenta un buen compromiso entre la precisión de los resultados obtenidos y el coste 
computacional requerido. Por otro lado, la relevancia de los efectos de dispersión e 
interacciones a largo alcance fue evaluada de manera análoga mediante la realización de 
cálculos teniendo en cuenta el método/base de cálculo
15
 B97xD/6-31G* con resultados 
muy parecidos. 
Asimismo, se llevó a cabo una optimización de la geometría mediante el Algoritmo de 
Berny
16
, empleando coordenadas internas redundantes y considerando los criterios de 
convergencia por defecto de los programas
10, 11
. Se compararon las geometrías obtenidas y 
se realizaron el resto de cálculos con las más estables.  
Los cálculos vibracionales de frecuencias (incluidas las actividades Raman) se 
desarrollaron para todas las geometrías previamente optimizadas al mismo nivel teórico, 
con la finalidad de verificar la convergencia a un mínimo real, o lo que es lo mismo, sin 
autovalores negativos.  
Las moléculas optimizadas, ángulos obtenidos, distancias de enlace, espectros calculados, 
energías, orbitales frontera y el resto de parámetros pueden calcularse gracias al software 
antes citado, y pueden evaluarse mediante el software GaussView empleando la versión 
5
17
. 
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2.9. Tratamientos Térmicos de las Muestras 
Para la evaluación de la descomposición térmica de las muestras, tanto las muestras 
(patrones de β-caroteno y extractos de licopeno) fueron calentadas y expuestas a 
condiciones atmosféricas mediante intervalos conocidos de temperatura en un horno. Tras 
cada intervalo se llevaron a cabo análisis mediante espectroscopia infrarroja y Raman con 
las características antes descritas. 
Las temperaturas de trabajo para el patrón de β-caroteno fueron 90°C, 100°C, 115°C y 
130°C. Por el contrario, para el extracto de licopeno fue de 115°C, dado que como se 
explica en la sección 6.1.2 la señal de seguimiento presenta una intensidad baja que hace 
difícil el estudio de la cinética completa, eligiéndose la citada temperatura como 
representativa por su valor intermedio con respecto a las estudiadas en el β-caroteno. 
2.10. Evaluación de la Capacidad Antioxidante 
Con la finalidad de evaluar el poder antioxidante del β-caroteno, y su variación con el 
proceso de descomposición, se realizaron estudios de capacidad antioxidante de acuerdo 
con los procedimientos descritos por otros investigadores
18
. Primeramente, se prepararon 
disoluciones metanólicas a distintas concentraciones tanto del producto a t = 0 h como de 
las muestras que habían estado en el horno 4 y 8 horas. A continuación, a cada disolución 
de β-caroteno de concentración variable se le añadió una disolución de 0.1 mg/mL de 
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil) en metanol para posteriormente medir la absorbancia a 
517 nm mediante espectroscopia UV-Vis tras 30 minutos de interacción. 
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3. RESULTADOS EXPERIMENTALES I: Espectroscopia Raman de 
carotenoides 
En el presente capítulo se exponen los resultados alcanzados a lo largo de esta Tesis 
Doctoral de espectroscopia Raman de carotenoides presentes en muestras de diversos 
frutos tales como zanahorias, mangos, tomates Rambo y tomates cherry. Dichos resultados 
se dividen en varias partes: la primera de ellas se centra en el estudio del β-caroteno 
presente en rodajas de zanahoria y sus medidas espectroscópicas en función del radio; la 
segunda parte hace referencia a la variación del parámetro óptico de cociente de 
despolarización (Г) en varias muestras y condiciones experimentales, tanto con el espesor a 
un tiempo fijo como con el tiempo a espesor fijo. Finalmente, se exponen los valores de los 
cocientes de despolarización de las bandas Raman más significativas para diversos tipos de 
tomates en función del tiempo post-cosecha así como los resultados de la evolución 
temporal del cociente ν1/ν4. 
La parte central de este trabajo se basa en la espectroscopia Raman resonante de 
carotenoides. Concretamente se han desarrollado estudios espectroscópicos sobre muestras 
que contenían β-caroteno y licopeno. Estos analitos, han sido medidos en algunos casos 
directamente sobre los propios tejidos biológicos (in vivo) y en otros en matrices 
inorgánicas de KBr o en extractos ricos en licopeno. 
3.1. Espectros Raman Resonantes, descripción de bandas fundamentales 
El principal objetivo del siguiente apartado es tener una idea de los modos vibracionales 
más significativos de las diferentes matrices tanto biológicas como inorgánicas, para ello, 
se exponen algunos de los espectros obtenidos pertenecientes a las muestras ya 
mencionadas. La principal observación que se puede destacar, es la sencillez en cuanto a 
número de bandas presente en todos los espectros a pesar de la complejidad de las matrices 
y de la cantidad de sustancias diferentes a los carotenoides presentes en este tipo de tejidos. 
La gran selectividad observada se debe al carácter resonante de la excitación Raman que 
simplifica considerablemente los resultados espectrales
1
. 
A continuación, se explicarán de forma detallada los espectros de cada tipo de fruto 
indicándose la disposición geométrica en la que fueron adquiridos, así como la descripción 
de los modos vibracionales más significativos. 
Capítulo 3 
78 
 
Como ya se ha comentado, a todos los espectros Raman realizados se les ha aplicado la 
corrección de la fluorescencia descrita en el Capítulo 2 de esta memoria, que emplea el 
software SCARFF Application que es una variación del Rolling Circle Filter
2,3
 ya que, 
debido al efecto resonante, inevitablemente en todos ellos existe una contribución de 
fluorescencia significativa. 
3.1.1. β-caroteno 
El β-caroteno es un pigmento presente en gran número de frutos tales como: calabazas, 
boniatos, zanahorias y mangos. Teniendo en cuenta estos datos, el presente estudio se 
focaliza en algunos de ellos (los dos últimos) con el fin de ampliar el conocimiento 
existente sobre los mismos. Para ello, se llevaron a cabo medidas espectroscópicas no sólo 
para detectar dicho pigmento en los tejidos sino también para analizar la evolución de 
ciertos parámetros ópticos. La estructura de este polieno se puede ver en la Figura 2.1 que 
se encuentra en el Capítulo 2. 
Zanahoria 
El contenido de carotenoides en zanahorias es bien conocido ya que en los últimos años ha 
sido ampliamente estudiado mediante diferentes técnicas como HPLC
4
 y UV-VIS
5, 6
. 
Además, en otros estudios se ha empleado la técnica Raman para su determinación
7, 8
, 
siendo una de las variantes más aceptadas el Raman Resonante
9
 debido a la alta 
simplificación espectral y al aumento de la sensibilidad ya comentados. 
Antes de estudiar la distribución espacial de carotenoides en zanahoria y la variación del 
cociente de despolarización con el espesor y el tiempo en diversos tipos de frutos, es 
necesario conocer sus bandas Raman más significativas. Para ello, se obtuvieron algunos 
espectros en muestras de rodajas de zanahoria de 5 mm de espesor, este grosor permite que 
la luz pueda traspasar el medio turbio de la matriz en su camino hacia el detector, 
proporcionando una señal bien definida. Por lo tanto, dicha muestra se fijó en un soporte 
anclado a un micrómetro XY tal y como se explica en el Capítulo 2 de esta misma 
memoria, midiendo posteriormente las señales Raman. 
En la Figura 3.1 se muestra un espectro adquirido para una rodaja de zanahoria tipo 
Nantesa en configuración geométrica de transmisión y obtenido con un láser de longitud de 
onda de 532 nm que cumple las condiciones de resonancia. 
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Figura 3.1: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una rodaja de zanahoria de 5 mm de espesor. 66 
adquisiciones de 10 segundos cada una. 
En la figura se aprecian fundamentalmente cuatro señales a los números de ondas 1522, 
1158, 1008 y 955 cm
-1
 asignados a los modos ν1, ν2, ν3 y ν4 respectivamente. Estas señales 
tan intensas, son las pertenecientes a los modos vibracionales resonantes del β-caroteno 
con la excitación Raman a 532 nm. La asignación de dichas vibraciones, y la de otras 
menos importantes se fundamentan en algunos estudios llevados a cabo por otros 
investigadores, donde fueron determinadas tras la realización de cálculos 
computacionales
10
 y en base a datos obtenidos previamente en nuestro grupo de 
investigación
11
. 
Es interesante mencionar la semejanza de la banda más intensa alrededor su eje central, es 
decir, la simetría de la señal etiquetada como ν1 que hace pensar que la contribución de 
licopeno al pico observado es mínima. Esto se debe a que el licopeno tiene su banda 
desplazada a unos pocos cm
-1
 con respecto a la del β-caroteno, y la presencia de ambos 
resultaría en una banda asimétrica. Además, la citada afirmación es consistente con 
algunos estudios realizados por otros grupos de investigación, en los que se puso especial 
atención a zanahorias tipo Nantesa y Mokum donde no se detectó ninguna aportación 
debida al licopeno
12
. 
En este primer espectro, se expondrán todas las bandas y contribuciones; más adelante y 
por simplicidad, únicamente se pondrá atención a los cuatro modos más intensos, 
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exceptuando de los casos en los que se especifique claramente. En la Tabla 3.1 se 
presentan las asignaciones de todas aquellas señales apreciables en la figura antes 
mostrada.  
Tabla 3.1: Asignaciones para el espectro Raman Resonante de Rodaja de Zanahoria de 5 mm de espesor. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad/ cm
-1 
Asignación Vibracional 
873 w ν (C-C) 
955 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1008 m ρip (CH3) (ν3) 
1158 s ν2 (C-C) (ν2) 
1186 m ν (C-C) 
1272 w ρip (C-H) 
1279 w ρip (C-H) 
1452 w δas(-CH3) 
1522 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo; intensidades: s, fuerte; m, medio, w, suave.; simetrías: as, 
asimétrico; contribuciones: op, fuera del plano; ip, en el plano. 
El modo denominado ν4 tal y como se mostrará más adelante, ha sido asignado teniendo en 
cuenta algunos estudios desarrollados por otros grupos de investigación
10, 13-16
. Los autores 
citados lo identifican con una deformación fuera del plano que se encuentra acoplada a la 
torsión del enlace y es sensible a las distorsiones de la configuración plana del carotenoide. 
Mango 
El mango es un fruto rico en carotenoides, ya que según diversos estudios posee una 
cantidad de entre 1920-5500 µg/100g. La variedad cv. Keitt es la que presenta mayor 
contenido en polienos en general siendo el β-caroteno en su disposición todo trans el que 
se encuentra en mayor cantidad
17-19
. 
Debido a estos altos contenidos y al poder de la técnica resonante, se adquirieron espectros 
de una rodaja de este fruto cortada con un espesor determinado (0.7 mm) con la finalidad 
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de estudiar los modos vibracionales resonantes en esta matriz ya que con esta anchura de 
muestra se alcanza un buen compromiso entre la señal y su atenuación. 
Estos datos son de vital importancia debido a que, posteriormente nuestros estudios se 
centrarán en la evolución temporal del cociente de despolarización y para ello es necesario 
conocer las señales más significativas. En consecuencia, a modo ilustrativo en la Figura 3.2 
se presenta el espectro obtenido a tiempo 0, es decir, nada más haber cortado la rodaja con 
micrótomo. En este punto la muestra aún conserva la mayor parte de su humedad inicial. 
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Figura 3.2: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una rodaja de mango con 0.7 mm de espesor 
obtenido a tiempo 0 horas. 
Es fácil darse cuenta de que no existen variaciones significativas en comparación con el 
espectro de zanahoria antes mostrado a excepción de la intensidad y un pequeño 
desplazamiento en número de ondas que puede ser achacado a las diferencias en la matriz 
tal y como se explicará en el siguiente capítulo.  
En la figura aparecen los cuatro modos vibracionales característicos que cabe esperar para 
el espectro del β-caroteno adquirido en condiciones de resonancia. 
 
 
 
Capítulo 3 
82 
 
Los desplazamientos de las señales Raman a los que se hace referencia se muestran de 
forma esquemática en la Tabla 3.2. 
Tabla 3.2: Asignaciones del espectro Raman Resonante de Rodaja de mango de 0.7 mm de espesor a t= 0 
horas. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
963 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1006 m ρip (CH3) (ν3) 
1156 m ν2 (C-C) (ν2) 
1524 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo; intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; contribuciones: 
op, fuera del plano, ip en el plano. 
 
Otro punto digno de mención, es el relativo a las bandas ν2 y ν3 ya que se continúan 
apreciando con claridad. La banda ν4 por el contrario se observa, aunque con una menor 
intensidad en comparación con el resto de señales. 
Pastillas de β-caroteno en KBr 
Con el propósito de realizar medidas experimentales comparables a todos los espectros 
adquiridos en tejidos biológicos y para poder llevar a cabo estudios en los que se tenga en 
cuenta la variación de la señal con la cantidad de carotenoide, es decir, con la 
concentración, se adquirió un espectro de una muestra patrón de β-caroteno en una pastilla 
de KBr.  
En la Figura 3.3 se presenta dicho espectro realizado con un alto número de acumulaciones 
con la finalidad de describirlo de la manera más nítida posible y con una relación señal-
ruido óptima. 
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Figura 3.3: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una pastilla de 0.1mg de patrón de β-Caroteno en 
50 mg de KBr. 500 Adquisiciones de 10 segundos cada una a 60 mW de potencia. 
A pesar de contar con una cantidad muy baja de carotenoide en la muestra, (0.1 mg) la 
señal de los modos resonantes es muy intensa con respecto al ruido.  
Los modos vibracionales más significativos, así como los desplazamientos Raman a los 
que aparecen se muestran en la Tabla 3.3. 
Tabla 3.3: Asignaciones del espectro Raman Resonante de una pastilla con 0.1 mg de β-caroteno patrón en 
50 mg de KBr. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
1004 m ρip (CH3) (ν3) 
1153 s ν2 (C-C) (ν2) 
1516 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ρ, balanceo. Intensidades: s, fuerte; m, medio; contribuciones: ip en el plano.  
 
De la figura mostrada se pueden mencionar algunos aspectos significativos, el primero de 
ellos y más destacable es la desaparición del modo vibracional ν4. Por otro lado, si se 
comparan los espectros Raman de las matrices biológicas ya presentadas con las expuestas 
en este punto, conviene mencionar que en éstos últimos, las señales se encuentran 
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ligeramente desplazadas hacia menores números de ondas unos pocos cm
-1
. Este efecto no 
es nuevo ya que fue observado con anterioridad en muestras similares y está bien descrito 
en la bibliografía
11
 aunque este hecho que se comentará más adelante. 
3.1.2. Licopeno 
El licopeno es el carotenoide más efectivo a la hora de llevar a cabo la desactivación del 
oxígeno singlete, como así demuestran algunos estudios
20
, y al no poder ser sintetizado por 
el organismo su importancia en la dieta es elevada. Se trata de una molécula que presenta 
una conjugación efectiva de 13 enlaces, cuya estructura se puede ver en la Figura 2.7 de 
esta misma memoria. El alimento que lo contiene en mayor proporción es el gac
21, 22
, pero 
su consumo no está tan extendido como el del tomate, que es la segunda fuente de este 
pigmento. Según algunos autores, la forma molecular predominante en la que se encuentra 
presente en la mayoría de tejidos biológicos en la naturaleza es la de todo trans licopeno
23, 
24
, llegando a alcanzar en frutos como el tomate valores de entre 80-97%
25
. Además, 
algunos grupos de investigación
26-28
 han reportado cantidades de licopeno en tomates de 
2.5-200 mg/100g. 
En los estudios que se han llevado a cabo a lo largo de esta Tesis Doctoral, se ha realizado 
un seguimiento detallado del periodo de maduración con el fin de llegar a conclusiones 
acerca de la cinética del proceso y de las etapas del mismo. Por ello, más adelante se 
estudiará la señal en función del tiempo. 
En la Figura 3.4 se puede observar el espectro proporcionado por el licopeno presente en 
extractos de tomates. Dichos extractos contienen un alto contenido en el mencionado 
carotenoide ya que han sido obtenidos con disolventes orgánicos, siendo en este tipo de 
solventes donde se solubiliza más rápidamente y de manera cuantitativa. Los disolventes 
más ampliamente utilizados son metanol, acetona, éter de petróleo, hexano, benceno y 
cloroformo
29-33
. Además, una de las ventajas más significativas de realizar las extracciones 
con este tipo de compuestos orgánicos está relacionada con la estabilidad de los extractos, 
sobre todo si se obtienen con mezclas de hexano/acetona y hexano/etanol
23, 34
. 
El espectro mostrado, se corresponde con el de un extracto obtenido con hexano y será 
empleado a modo de guía ya que sus bandas son las mismas que las encontradas en 
patrones por otros investigadores
35
 y tal y como se comentará más adelante se compone 
mayoritariamente de licopeno. El espectro que se presenta a continuación, al igual que los 
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anteriores, fue adquirido en condiciones de resonancia, aunque en este caso a 514.5 nm de 
longitud de onda tal y como se describe en el Capítulo 2. 
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Figura 3.4: Espectro Raman Resonante de un extracto de licopeno obtenido con excitación a 514.5 nm. Se 
han promediado 10 espectros de 15 segundos cada uno. Potencia de láser ≤1mW. 
En la Tabla 3.4 se pueden ver los modos vibracionales resonantes característicos para este 
tipo de extractos y sus asignaciones. 
Tabla 3.4: Asignaciones para el espectro Raman Resonante de un extracto de licopeno. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
959 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1005 m ρip (CH3) (ν3) 
1157 s ν2 (C-C) (ν2) 
1516 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo. Intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; contribuciones: 
op, fuera del plano, ip, en el plano. 
En la figura mostrada, al tratarse de un carotenoide diferente al estudiado en páginas 
anteriores (patrones), y al provenir de una muestra biológica (extracto de tomate) el modo 
ν4 se distingue con claridad. 
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Respecto a las muestras de tomate que se van a comentar a continuación, se puede reseñar, 
tal y como se especificó en el capítulo anterior, que todos los espectros correspondientes a 
la evolución temporal de intensidades se adquirieron en configuración de retrodispersión a 
180° (backscattering), por el contrario, aquellos en los que se hace un seguimiento del 
cociente de despolarización, fueron obtenidos en configuración a 90°. 
Antes de estudiar la evolución temporal de las señales de las muestras de tomates, es 
necesario mencionar que, aunque en la bibliografía se refleja el aumento de concentración 
de este carotenoide a lo largo de la maduración del tomate con el consiguiente cambio de 
coloración
36
, y a pesar de que el licopeno se encuentre en mayor proporción con respecto a 
otros pigmentos presentes, como el β-caroteno y la luteína, siendo la contribución de ésta 
última despreciable
8, 37
, debido a la resolución espectral con la que se trabaja (4cm
-1
) todas 
las medidas asignadas tanto de intensidad como de evolución temporal de las bandas 
Raman en este tipo de frutos, estarán atribuidas a la combinación de ambos polienos. Por el 
contrario, en el caso de los extractos se puede afirmar que el componente mayoritario es el 
licopeno como se discutirá en el Capítulo 5. 
En esta parte de la memoria se estudiaron tomates cherry de varios colores y tomates 
Rambo con el fin de observar tanto la evolución temporal de la banda Raman más intensa 
como la variación del cociente de despolarización. 
Los tomates fueron adquiridos en un estado de maduración inicial y se obtuvieron sus 
espectros Raman. En dichos espectros, se pueden observar las señales características de los 
polienos. Debido al poder de penetración del láser (1 mm), la mayor parte de la 
información que se presenta tiene que ver con la parte superficial del fruto, es decir, la 
parte de la piel, que es donde se encuentra la mayor cantidad de carotenoides, llegando a 
valores 5 veces superiores a los encontrados en la pulpa
38, 39
.  
Para el desarrollo de los análisis que aquí se exponen, se adquirieron espectros a intervalos 
conocidos de tiempo. Como en esta parte de la memoria únicamente se hace el estudio 
vibracional, para que los resultados sean comparables todos los espectros que se adjuntan 
fueron obtenidos dentro de las primeras 48 horas transcurridas una vez realizada la primera 
medida (t = 0 h). Dicho de otra manera, en el conjunto de espectros presentados los 
tomates se encuentran en las etapas iniciales de maduración. Además, cabe recordar en este 
punto que, tal y como se especifica en el Capítulo 2 los espectros en los que se estudia la 
evolución temporal de señal han sido adquiridos con una fibra óptica acoplada a una sonda 
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en la disposición geométrica que permite la recogida de la señal en retrodispersión, es decir 
a 180°.
 
Tomate Rambo 
El primer tomate objeto de estudio fue de la variedad Rambo. Para el seguimiento de su 
maduración postcosecha se tomaron espectros a tiempos definidos que se detallarán más 
adelante, pero en este caso, tal y como se ha comentado, en la Figura 3.5 se presenta un 
espectro Raman a t = 48 horas. 
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Figura 3.5: Espectro Raman Resonante en retrodispersión con sonda de tomate Rambo a t = 48 h. 
En la Tabla 3.5 se presentan las asignaciones vibracionales extraídas de la Figura 3.5 para 
los modos más significativos, es decir, los resonantes con la excitación del láser. 
Como ya se ha explicado, es muy interesante darse cuenta de la gran intensidad del 
espectro gracias a las condiciones de resonancia, donde sólo se aprecian con claridad los 
modos acoplados energéticamente a las transiciones electrónicas. 
Al tratarse de muestras biológicas y no de patrones cristalinos como los presentados de β-
caroteno, el modo vibracional ν4 se puede distinguir con claridad. 
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Tabla 3.5: Asignaciones del espectro Raman Resonante de un tomate Rambo a t = 48 h. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
966 w ωop (C=C-H) (ν4) 
1013 m ρip (CH3) (ν3) 
1162 s ν2 (C-C) (ν2) 
1520 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo. Intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; contribuciones: 
op, fuera del plano, ip, en el plano. 
De los resultados se desprende la existencia de una gran similitud en lo que a bandas 
Raman se refiere con el resto de tomates que serán presentados a continuación. 
Tomates Cherry 
Además de las muestras ya mencionadas, se llevaron a cabo análisis espectroscópicos en 
tomates cherry de distintos colores y variedades. Dichos tomates fueron etiquetados con 
los nombres de amarillo ovalado, naranja ovalado, verde ovalado y rojo ovalado. En la 
Figura 3.6 se presenta una fotografía de las distintas muestras bajo investigación. 
 
Figura 3.6: Tomates cherry objeto de estudio. A: Amarillo ovalado. B: Rojo ovalado. C: Verde ovalado. D: 
Naranja ovalado. 
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Tomate cherry Amarillo Ovalado 
En la Figura 3.7 se presenta un espectro adquirido para el tomate cherry amarillo ovalado 
con las condiciones citadas en el párrafo anterior, en dicho espectro se aprecian las cuatro 
bandas fundamentales mencionadas a lo largo del presente capítulo. Nótese que el número 
de cuentas es ligeramente superior si se compara con el Rambo. Además, las bandas ν1 y ν2 
tienen una intensidad muy similar. 
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Figura 3.7: Espectro Raman Resonante en retrodispersión de un tomate amarillo ovalado a t = 48 h. 
En la Tabla 3.6 se presentan las asignaciones vibracionales propias de los espectros 
adquiridos para este tipo de tomates. Es interesante observar cómo permanecen las bandas 
más significativas que se vienen repitiendo en la mayor parte de los espectros realizados 
hasta el momento (excluyendo a aquellos en las que no aparecía la señal del modo 
vibracional ν4). 
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Tabla 3.6: Asignaciones del espectro Raman Resonante de un tomate cherry amarillo ovalado a t = 48 h. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
963 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1006 m ρip (CH3)(ν3) 
1159 s ν2 (C-C) (ν2) 
1521 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo. Intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; op, fuera del 
plano, ip, en el plano. 
Como ya se ha dejado entrever, las pequeñas variaciones en el desplazamiento encontradas 
en los espectros presentados a lo largo de este capítulo, están relacionadas con la matriz en 
la que se encuentra la sustancia, el polieno que se encuentra en mayor cantidad y las 
condiciones experimentales. Estos hechos observados en los resultados experimentales 
serán discutidos en el Capítulo 4. 
Rojo Ovalado 
Tal y como se ha especificado, el tomate rojo ovalado fue otra de las variedades tenida en 
cuenta para la realización de su seguimiento temporal, cuyo espectro fue adquirido en las 
mismas condiciones que el mostrado en la Figura 3.7 donde destacan los mismos modos 
vibracionales pero, en este caso, con una intensidad significativamente menor en número 
de cuentas; lo que hace pensar, que su contenido en carotenoides inicial es menor a ese 
tiempo. 
Las cuatro señales fundamentales se siguen observando con claridad si se compara con el 
resto de espectros obtenidos a lo largo de este capítulo. A pesar de tratarse de distintas 
muestras, el efecto resonante continúa estando muy presente en este tipo de frutos y es por 
ello por lo que siguen apareciendo señales tan claras en los espectros. 
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Figura 3.8: Espectro Raman Resonante en retrodispersión de un tomate rojo ovalado a t = 48 h. 
En la Tabla 3.7 se indican los modos vibracionales típicos en este tipo de frutos, así como 
sus desplazamientos Raman en cm
-1
 tal y como se ha hecho hasta ahora con las otras 
muestras estudiadas. 
Tabla 3.7: Asignaciones del espectro Raman Resonante de tomate cherry rojo ovalado a t = 48 h. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
966 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1013 m ρip (CH3) (ν3) 
1162 s ν2 (C-C) (ν2) 
1521 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión, ρ, balanceo. Intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; contribuciones: 
op, fuera del plano, ip, en el plano. 
Verde Ovalado 
El tomate verde ovalado fue otra variedad que se consideró para realizar un estudio 
completo. Como se ha ido mostrando hasta ahora, en la Figura 3.9 se puede ver el espectro 
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Raman Resonante adquirido en las mismas condiciones que para los otros tomates cherry y 
Rambo anteriores. 
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Figura 3.9: Espectro Raman Resonante en retrodispersión de tomate verde ovalado a t = 48 h. 
En la Tabla 3.8 aparece la asignación de bandas perteneciente a este tipo de muestras, muy 
similar al resto de las descritas hasta este punto. 
Tabla 3.8: Asignaciones para el espectro Raman Resonante de tomate cherry verde ovalado a t = 48 h 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
963 w ωop (C=C-H ) (ν4) 
1010 m ρip (CH3) (ν3) 
1162 s ν2 (C-C) (ν2) 
1527 s ν1 (C=C) (ν1) 
Vibraciones: ν, tensión; ω, flexión; ρ, balanceo. Intensidades: w, suave.; s, fuerte; m, medio; contribuciones: 
op, fuera del plano, ip, en el plano. 
Más adelante, se comentará la evolución temporal sufrida por este tipo de muestras junto a 
las demás para tener una idea del proceso de maduración al que se enfrentan con el paso 
del tiempo. 
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Naranja Ovalado 
El último fruto objeto de evaluación fue el etiquetado como Naranja Ovalado, se expone al 
final porque en los espectros pertenecientes a este tipo de tomates se observan de una 
manera clara, tanto ciertas bandas de combinación como algunos sobretonos. El espectro 
que se adjunta y que se puede ver en la Figura 3.10 presenta en un intervalo de 
desplazamientos Raman desde 480 cm
-1
 hasta 3250 cm
-1
. 
En la figura se pueden hacer dos observaciones fundamentales, la primera de ellas es la 
claridad con la que se aprecian los sobretonos y bandas de combinación, la segunda, tiene 
que ver con la gran intensidad de los modos más característicos ya que se aprecian con 
gran claridad y resolución. 
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Figura 3.10: Espectro Raman Resonante en retrodispersión para un tomate naranja ovalado a t = 0 h. 
En la Tabla 3.9 se pueden observar los diversos modos vibracionales encontrados para el 
espectro obtenidos en este tipo de muestras. Los modos más significativos han sido 
asignados con los estudios de las referencias
10, 40
. 
Como ya se ha comentado, el poder de penetración del láser es de hasta 1 mm y por ello la 
mayoría de señal recibida pertenece únicamente a la zona de la piel aunque existen algunos 
estudios realizados en otro tipo de tejidos biológicos
41-43 
en los que se han logrado 
penetraciones de 0.9, 8.7, y hasta 16 mm. 
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Tabla 3.9: Asignaciones del espectro Raman Resonante de tomate cherry naranja ovalado a t = 0 h. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 Asignación Vibracional 
883 w ν (C-C) 
963 w ωop (C=C-H) (ν4) 
1010 m ρip (CH3) (ν3) 
1162 s ν2 (C-C) (ν2) 
1291 w δip (=C-H) τ (CH2) 
1457 w δ(CH3 ) 
1524 s ν1 (C=C) (ν1) 
2169 w ν2 + ν3 
2316 w 2 ν2 
2533 w ν1 + ν3 
2672 w ν1 + ν2 
3038 w 2 ν1 
Vibraciones: ν, tensión; ω flexión; ρ; balanceo; δ, deformación. Intensidades: w, débil; s, fuerte; m, medio; 
contribuciones: op, fuera del plano ip, en el plano. 
 
Asimismo, según un estudio ya mencionado
37
 la estabilidad del licopeno, a los cambios de 
temperatura es bastante alta siempre que se encuentre en la matriz biológica, siendo estable 
también a la energía producida por la fuente de excitación (láser)
44, 45
. 
El resto de modos vibracionales encontrados se identifican como bandas de combinación o 
como sobretonos y sus asignaciones han sido realizadas en base los resultados presentados 
por otros grupos de investigación
46
. Además, tal y como predice la teoría, debido a la 
escasa población existente a temperaturas moderadas en los niveles vibracionales 
diferentes al fundamental se pueden esperar señales menos intensas. Este hecho queda 
confirmado en la figura presentada que ha sido obtenida experimentalmente a temperatura 
ambiente. 
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3.2. Distribución Espacial de β-caroteno y configuración molecular en rodajas de 
zanahoria mediante Espectroscopia de Transmisión Raman Resonante 
El análisis de la distribución espacial y de la homogeneidad del β-caroteno en zanahorias 
es fundamental para comprender la regulación de dicho pigmento en los frutos indicados. 
A pesar de que el contenido en carotenoides en distintos tipos de zanahoria es bien 
conocido, no existen demasiadas investigaciones que hagan referencia a cómo está 
distribuido espacialmente, por ello, en este capítulo se hará especial hincapié en dicho 
estudio. 
Gracias a estos análisis se podrán demostrar las grandes posibilidades inherentes a la 
técnica de transmisión Raman resonante mediante un mapeo de la distribución de β-
caroteno a lo largo de las rodajas de zanahoria en base a la intensidad de señal. En primer 
lugar, se adquirieron los espectros simples tanto de rodajas de zanahoria como de patrón 
que ya han sido presentados en este mismo capítulo. 
Más tarde, se obtuvieron diversos espectros en función de la distancia al centro de rodajas 
de zanahoria de  ̴ 11 cm de radio y 500 µm de espesor para posteriormente realizar el 
mapa. En la Figura 3.11 se pueden apreciar algunos de los espectros obtenidos a las 
distancias del centro que se indican en el pie de figura.  
Si se mira con detenimiento la intensidad Raman del pico más prominente, (el 
correspondiente al modo vibracional ν1) se puede apreciar cómo ésta va aumentando con la 
distancia al centro de la zanahoria, en otras palabras, en la parte central, el espectro 
obtenido se corresponde con el de 0 mm y por lo tanto con el de menor intensidad.  
A medida que la distancia al centro aumenta, la señal se incrementa progresivamente, hasta 
llegar a una zona (la que se corresponde con los 4.65 mm) en la que la se hace máxima 
llegando a ser el número de cuentas, hasta dos órdenes de magnitud superior al de la 
distancia inicial. 
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Figura 3.11: Espectros adquiridos para una rodaja de zanahoria a radio (distancia al centro) a) 0mm (negro) 
b) 4 mm (azul) y c) 4.65 mm (rojo). 
Estos datos, junto con otros obtenidos a distintos radios, se trataron con el objetivo de 
mostrar un mapa de distribución de señales de tres variables que se puede observar en la 
Figura 3.12. 
La primera variable, representada en el eje de abscisas, es la distancia al centro de las 
rodajas de zanahoria, consideradas circulares (expresado en mm). En el eje de ordenadas 
aparece el número de ondas al que se encuentra cada señal Raman tanto de los espectros 
antes mostrados en la Figura 3.11 como del resto de los que se obtuvieron (expresado en 
cm
-1
). Finalmente, la tercera variable simboliza la intensidad de la señal Raman que es 
directamente proporcional a la concentración de β-caroteno y por lo tanto a la cantidad de 
dicho pigmento. La intensidad por tanto, queda representada mediante una escala de 
colores, siendo el rojo el que simboliza los mayores valores y el azulado el que se 
corresponde con los valores de menor intensidad.  
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Figura 3.12: Mapa de contorno obtenido por Espectroscopia de Transmisión Raman Resonante. La 
acumulación de β-caroteno se da predominantemente en el floema secundario y en los tejidos vasculares de 
las rodajas de zanahoria. SX: xilema secundario; VC: Cambium Vascular; SP: Floema secundario; PP: 
Peridermis con periciclo. 
La primera característica que se puede extraer con claridad de la figura mostrada tiene que 
ver con la zona cercana al centro de la rodaja; esta región presenta una baja concentración 
en carotenoides que se hace patente con la coloración azul, al seguir avanzando en la 
dirección del eje de abcisas la concentración aumenta progresivamente hasta alcanzar el 
valor máximo hacia los 4-6 milímetros de radio, hecho que se corresponde con la 
coloración rojiza en el mapa, estabilizándose finalmente hacia la región más alejada del 
centro de la rodaja. Por tanto, en esta figura se aprecia de forma nítida la distribución 
heterogénea del β-caroteno. 
Para una mayor claridad, en la Figura 3.13 se representa un corte horizontal del mapa de la 
figura anterior, en concreto a la altura del modo vibracional ν1. En dicha figura se puede 
constatar la evolución de intensidad Raman de esta señal asociada al radio. En la zona 
central de la zanahoria, se observa un mínimo con una suave transición a través de la 
región intermedia de la rodaja (3-6 mm) para terminar en una meseta prácticamente 
constante. Esta zona, representa los valores máximos de contenido en β-caroteno y 
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coincide con los valores más altos de distancia al centro. Este hecho es consistente con los 
resultados obtenidos anteriormente. 
 
Figura 3.13: Logaritmo de la Intensidad de la banda ν1 frente al radio. Para una major ilustración, en el 
interior de la gráfica se muestra una fotografía. SX: xilema secundario; VC: Cambium Vascular; SP: Floema 
secundario; PP: Peridermis con periciclo. 
Tal y como se puede observar, para una mejor descripción se ha empleado una 
representación semilogarítmica. Las medidas se realizaron en un régimen quasi-continuo 
con pasos de 300 µm para que los datos fueran representativos. A modo aclaratorio, de 
forma paralela al eje de abcisas se indican las distintas zonas de las rodajas de zanahoria. 
Una vez conocida la distribución espacial de β-caroteno en las rodajas de zanahoria 
estudiadas, el siguiente paso tiene que ver con la configuración molecular de dicho 
pigmento, es decir, en qué conformación se puede presentar el carotenoide dentro de la 
matriz biológica de la que forma parte. Para ello, es importante tener en cuenta el modo 
vibracional ν4 que como ya se ha mencionado es un indicador de las desviaciones de la 
configuración plana. 
Para tal fin, en la Figura 3.14 se muestra una representación del cociente del pico ν4/ν1 
multiplicado por 100 a lo largo de las distintas zonas pertenecientes a la zanahoria 
anteriormente citadas. Llama la atención la variación, que disminuye hasta un mínimo y 
posteriormente aumenta de nuevo. La línea punteada representa la tendencia que siguieron 
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los datos experimentales obtenidos en los diferentes espectros estudiados en función del 
radio. 
Es preciso destacar que la región del mínimo, se corresponde con aquella donde la 
intensidad era máxima, siendo este dato muy significativo ya que, en ese punto, la 
concentración de β-caroteno es muy significativa; esta zona, tal y como se indicó antes, 
pertenece al cambium vascular, que se encuentra a una distancia de entre 3.8 y 6 mm del 
centro de las rodajas de zanahoria. 
En el Capítulo 4, se discutirán los datos y variaciones obtenidos con más detalle, 
entendiendo así, por qué los datos se comportan de este modo. 
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Figura 3.14: Cociente de 100   ν4/ν1 en función de la distancia al centro de las rodajas de zanahoria, las 
medidas son en régimen quasi-contínuo, cada 300µm como en el caso anterior. SX: xilema secundario; VC: 
Cambium Vascular; SP: Floema secundario; PP: Peridermis con periciclo. 
3.3. Polarización de las bandas Raman 
En los siguientes apartados se detallan las medidas obtenidas mediante la técnica 
desarrollada de Transmisión Raman Resonante con Luz Linealmente Polarizada, capaz de 
estimar el cociente de despolarización en distintas bandas pertenecientes a varios tipos de 
muestras, tanto biológicas como de patrones . Fundamentalmente, esta propiedad óptica ha 
sido medida en función del espesor en rodajas de zanahoria, a concentración variable en 
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muestras de patrones y en función de tiempo de vida post-cosecha a grosor constante para 
rodajas de mango a 180° y para tomates a 90° (para más detalles véase Capítulo 2). 
3.3.1. Polarización a espesor variable a 180° en zanahoria 
Antes de realizar las medidas relacionadas con la polarización, es necesario desarrollar una 
hipótesis de partida, que se tendrá en cuenta al objeto de racionalizar los resultados 
obtenidos. Dicha suposición está relacionada con el cociente de despolarización observado 
en matrices biológicas. Este parámetro no sólo depende de la simetría molecular, sino que 
además guarda una fuerte vinculación con el espesor óptico del tejido. Dicho espesor 
óptico puede sufrir variaciones según el grosor de la muestra de igual manera que puede 
experimentar cambios durante la vida post-cosecha y consecuentemente se encuentra 
relacionado con el grado de maduración. 
Tal y como se indica en el Capítulo 2 las medidas realizadas se desarrollaron con los 
polarizadores en posición paralela y perpendicular para rodajas de zanahoria a espesores 
variables en el intervalo de 0.4 y 0.9 mm. 
En la Figura 3.15 se presentan los espectros de transmisión Raman Resonante tanto para la 
configuración paralela como para la perpendicular de una rodaja de zanahoria.  
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Figura 3.15: Espectro de transmisión Raman Resonante de una rodaja de zanahoria de 0.4 mm de espesor. 
Negro: Configuración paralela, es decir, configuración 𝜀 ̂𝑓 || 𝜀 ̂𝑖. Rojo: Configuración perpendicular 𝜀 ̂𝑓  ⊥
 𝜀 ̂𝑖, donde 𝜀 ̂𝑖 es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de despolarización para la banda ν1 es 
0.63. 
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Apréciese una vez más la aparición de las cuatro bandas Raman típicas mencionadas en 
apartados anteriores para este tipo de experimentos. En la figura mostrada el grosor fue de 
0.4 mm y el cociente de despolarización fue de 0.63 para la banda ν1. 
En la Figura 3.16 se exponen los espectros de Transmisión Raman Resonante obtenidos 
con las mismas características experimentales que en la figura anterior, aunque en este 
caso, la muestra se corresponde con una rodaja de 0.5 mm de espesor cuyo cociente de 
despolarización encontrado para la banda ν1 fue de 0.63. 
Al haber poca diferencia de anchura, también la hay el número de cuentas registrado y en 
el cociente de despolarización, que únicamente varía en una centésima, por lo que puede 
afirmarse que se trata de resultados muy similares. 
Estos espectros, al igual que los de la figura anterior, se adjuntan a modo ilustrativo, con el 
único objetivo de comprender la manera en la que han sido calculados los cocientes de 
despolarización y en qué condiciones. En la figura, llama la atención la coincidencia del 
desplazamiento de las bandas Raman, este hecho es clave ya que permite calcular 
directamente el parámetro objeto de estudio. 
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Figura 3.16: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una rodaja de zanahoria de 0.5 mm de espesor. 
Negro: Configuración paralela, es decir, configuración 𝜀 ̂𝑓 || 𝜀 ̂𝑖. Rojo: Configuración perpendicular𝜀 ̂𝑓  ⊥  𝜀 ̂𝑖, 
donde 𝜀 ̂𝑖 es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de despolarización para la banda ν1 es 0.64. 
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Para poder observar diferencias significativas con respecto a los valores del cociente de 
despolarización presentados anteriormente, (que eran muy similares entre sí) en la Figura 
3.17 se muestra el espectro adquirido en paralelo y en perpendicular para una rodaja de 
zanahoria de 0.9 mm de anchura. 
La característica más destacable de esta figura en comparación con las anteriores, está 
relacionada con el aumento del número de cuentas; este hecho se encuentra en consonancia 
con los resultados obtenidos previamente en nuestro grupo de investigación
11
 ya que en el 
citado estudio se analizaron algunas muestras mediante Transmisión Raman Resonante a 
distintos espesores obteniéndose un máximo de intensidad correspondiente a anchuras de 
rodaja cercanas a 1 cm. 
Por último, es necesario destacar la gran variación que ha sufrido el cociente de 
despolarización, ya que en este caso, alcanza valores de 0.82 debido a que el grosor de la 
muestra es significativamente superior al de los casos anteriores y como ya se ha 
explicado, este parámetro cuenta con una fuerte dependencia de la densidad óptica. 
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Figura 3.17: Espectro de transmisión Raman resonante de una rodaja de zanahoria de 0.9 mm de espesor. 
Negro: Configuración paralela, es decir, configuración ε ̂f || ε ̂i. Rojo: Configuración perpendicular ε ̂f  ⊥  ε ̂i, 
donde ε ̂ es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de despolarización para la banda ν1 es 0.82. 
En la Tabla 3.10 se presentan los valores de Γ obtenidos a lo largo de estos estudios 
referidos a cada espesor, tanto para el modo vibracional ν1 como para el ν2. 
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Tabla 3.10: Valores obtenidos para el cociente de despolarización (Γ) a distintos espesores para los modos 
vibracionales ν1 y ν2. 
Espesor /cm Γ (ν1) Γ (ν2) 
0.4 0.63 ± 0.03 0.65 ± 0.02 
0.5 0.64 ± 0.03 0.67 ± 0.03 
0.6 0.68 ± 0.02 0.70 ± 0.02 
0.7 0.72 ± 0.03 0.74 ± 0.03 
0.8 0.77 ± 0.02 0.77 ± 0.02 
0.9 0.82 ± 0.04 0.83 ± 0.06 
 
A pesar de que estos resultados serán discutidos en el siguiente capítulo, se puede advertir 
cómo el cociente va incrementando su valor según lo hace el espesor y por lo tanto a 
medida que aumenta la densidad óptica, hecho, que según lo expuesto inicialmente era 
esperable ya que estos parámetros están íntimamente relacionados. 
3.3.2. Variación del cociente de despolarización en muestras con espesor fijo a 180° 
En el caso anterior se ha variado la densidad óptica cambiando el espesor de la muestra. A 
continuación, se quiere seguir estudiando la alteración de cociente de despolarización pero 
dicha densidad se modificará mediante otras metodologías. 
La primera forma en la que se alteró, fue a través de un espesor constante de muestra, cuya 
cantidad en carotenoide varía progresivamente. La manera de proceder en estos 
experimentos, por tanto, se relaciona con el empleo de patrones a distintas 
concentraciones; de este modo, aumenta progresivamente el número de moléculas de 
polieno haciéndolo también la densidad óptica del medio. 
La segunda forma en la que va a variar dicha densidad tiene que ver con la evolución 
temporal de una rodaja de mango cortada y expuesta al aire. Cuando los procesos de 
oxidación de carotenoides y/o pérdida de humedad tengan lugar, se producirán cambios a 
nivel molecular que afecten al parámetro bajo investigación. 
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En conclusión, se realizarán dos análisis diferentes, con pastillas a concentraciones 
variables y con rodajas de mango a espesor constante, pero teniendo en cuenta su 
evolución temporal. 
3.3.2.1. Variación del cociente de despolarización en pastillas de patrón de β-
caroteno a diferentes concentraciones 
Como se ha comentado, se llevaron a cabo estudios en pastillas con matriz de KBr cuyo 
grosor fue mantenido a lo largo de todos los experimentos (0.2 mm), variando los mg de β-
caroteno que se añaden y midiéndose el cociente de despolarización. A modo de ejemplo, 
en la Figura 3.18 se presenta el espectro correspondiente a una concentración de 8,12 ּ 10-4 
mg/mm
3
 de β-caroteno. 
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Figura 3.18: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una muestra patrón de β-caroteno en KBr de 
concentración 8,12 ּ 10-4 mg/mm3. Negro: Configuración paralela, es decir, configuración ε ̂f || ε ̂i. Rojo: 
Configuración perpendicular ε ̂f  ⊥  ε ̂i, donde ε ̂ es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de 
despolarización para la banda ν1 es 0.59. 
Adicionalmente, los valores encontrados para todas las medidas realizadas a las diferentes 
concentraciones se presentan en la Tabla 3.11.  
Una de las principales observaciones que se puede hacer en este punto, es la referente a los 
errores experimentales.  
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Tabla 3.11: Variación del cociente de despolarización Γ con la concentración de β-caroteno. 
Concentración /(mgβ-
caroteno/mm
3
KBr) 
Γ (ν1) 
1.62 ּ 10-2 0.79 ± 0.04 
8.12 ּ 10-3 0.66 ± 0.01 
8.12 ּ 10-4 0.59 ± 0.01 
8.12 ּ 10-5 0.58 ± 0.01 
 
Por regla general, son considerablemente menores si se comparan con los expuestos en las 
muestras de zanahoria. Esto se debe al tipo de matriz en la que se encuentra el analito. En 
este caso, la matriz pertenece a una sal en estado sólido y no a una de tipo biológica 
teniendo por ello, una mayor estabilidad con la consecuente disminución del error. 
Como se puede apreciar en la tabla, dando sólo unas grandes pinceladas, el cociente de 
despolarización varía con la densidad óptica de la misma manera que lo hacía en las 
rodajas de zanahoria, es decir, dicha variable aumenta según lo hace la concentración. Por 
lo tanto, lo observado hasta el momento es consistente con lo que cabía esperar antes de 
llevar a cabo las medidas experimentales. 
3.3.2.2. Variación del cociente de despolarización en rodajas de mango con el tiempo 
En esta parte del capítulo, se quiere estudiar la variación del cociente de despolarización 
con la evolución temporal de una rodaja de mango a espesor constante (0.7 mm). De esta 
manera, se podrán achacar los cambios en Γ a procesos tanto físicos (pérdida de humedad) 
como químicos (posibles oxidaciones) que sucedan en la matriz biológica que se desea 
estudiar. 
En la Figura 3.19 se pueden advertir dos espectros superpuestos que permiten calcular el 
cociente de despolarización para el modo vibracional ν1 pertenecientes a una rodaja de 
mango de 0.7 mm de espesor a un tiempo de 19 horas después de haber sido cortado. 
Una de las características más reseñables es que, tal y como se aprecia en la figura, la 
intensidad de las señales es considerablemente inferior en comparación con en el caso de la 
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zanahoria, aunque es suficiente para poder evaluar el cociente de despolarización, que para 
la banda ν1 fue de 0.63. 
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Figura 3.19: Espectro de Transmisión Raman Resonante de una rodaja de mango de 0.7mm de espesor. 
Negro: Configuración paralela, es decir, configuración ε ̂f || ε ̂i. Rojo: Configuración perpendicular ε ̂f  ⊥  ε ̂i, 
donde ε ̂ es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de despolarización para la banda ν1 es 0.63. 
En la Tabla 3.12 se recogen de manera resumida los valores de Γ con respecto al tiempo 
obtenidos para todos los experimentos realizados en rodajas de mango. 
Tal y como sucedía en la matriz biológica de la zanahoria, los errores sistemáticos 
asociados a las medidas obtenidas son más altos en comparación con los de las muestras de 
matriz salina. De igual forma que lo ya comentado, este comportamiento se relaciona con 
el entorno en el que se encuentra la molécula objeto de estudio y por supuesto con sus 
interacciones respecto a las especies de alrededor. 
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Tabla 3.12: Variación del cociente de despolarización (Γ) con el tiempo de exposición al aire de una rodaja 
de mango. 
Tiempo/h Γ (ν1) 
0 0.71 ± 0.03 
5 0.64 ± 0.03 
19 0.63 ± 0.02 
26 0.63 ± 0.03 
48 0.62 ± 0.03 
72 0.62 ± 0.02 
78 0.62 ± 0.02 
 
En la Tabla 3.12 llama la atención la distribución y comportamiento del cociente de 
despolarización pudiendo afirmarse que, al principio, cuando la muestra presenta mayor 
humedad, es un poco más elevado, aunque posteriormente disminuye hasta estabilizarse. 
En el siguiente capítulo se intentará dar una explicación en la que se razonen todos los 
resultados que han sido alcanzados con el objetivo de proporcionar una visión justificada 
de los mismos. 
3.4. Evolución de la intensidad de las bandas Raman durante la postcosecha de los 
frutos 
En este apartado de la Tesis Doctoral, se describe el estudio de la maduración post-cosecha 
de diversos tipos de tomate una vez han sido recolectados. Por regla general, estos 
procesos suelen ir acompañados de una acumulación de carotenoides, principalmente β-
caroteno y licopeno, que se generan en primer lugar, en el interior del fruto y 
posteriormente se acumulan hacia el exterior del mismo con el consiguiente cambio de 
coloración. Por lo tanto, la evaluación del estado de maduración teniendo en cuenta 
únicamente el color de la superficie no es suficiente
47
. 
Según lo afirmado y con el fin de estudiar el estado de maduración se llevó a cabo un 
seguimiento de la señal Raman producida por los carotenoides presentes en el fruto en 
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función del tiempo. Para ello, se realizaron dos bloques de medidas. En las primeras se 
tuvo en cuenta la variación del espectro Raman con respecto a un intervalo de tiempo 
conocido para evaluar cómo cambia el contenido en carotenoides. En el segundo tipo de 
medidas, se describe la evolución del cociente de despolarización con el tiempo post-
cosecha del fruto. 
Existen ciertas dudas acerca de la relación entre la evolución seguida por los carotenoides 
y los cambios ocurridos en el coeficiente de dispersión, ya que se trata de dos procesos que 
están relacionados
47, 48
. Por ello, es necesaria una descripción cinética de los roles 
específicos tanto de los coeficientes como de los carotenoides. Para una mejor ilustración 
de esta necesidad, bastaría con mencionar lo siguiente: mientras que en los tomates de 
mayor tamaño (Rambo) tal y como se ha comentado antes, se produce un marcado cambio 
de coloración
36
, para algunos tomates cherry la maduración tiene lugar sin alteraciones 
significativos de color en la superficie del fruto, lo que permite afirmar que las variaciones 
del coeficiente de dispersión pueden ser muy diferentes dependiendo del proceso 
madurativo. 
Por regla general, para ciertos tipos de tomate existen seis estados de maduración bien 
descritos en la bibliografía
49
 que se denominan: Green (verde maduro), breaker (inicio de 
coloración), turning (cambiando), pink (rosado), light red (rojo pálido) y red (rojo) 
dependiendo de su color en superficie. Por comodidad a partir de este momento 
únicamente se mencionará el término en inglés. 
En todas las medidas que se describen a continuación se han empleado técnicas de 
Espectroscopia Raman Resonante con sonda y recogida a 180° así como a 90° para el caso 
de las medidas de polarización tal y como se describió en el Capítulo 2 de esta misma 
memoria. 
En todos los casos, se estudió la intensidad de señal perteneciente al modo vibracional ν1 
que es el más intenso, así como su evolución con el tiempo. En primer lugar, en diversos 
tipos de tomates cherry para posteriormente llevar a cabo el mismo análisis en muestras de 
tomates Rambo. 
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3.4.1. Tomates Cherry 
En la Figura 3.20 se aprecia la evolución de la banda ν1 antes citada. Lo más significativo 
es que a pesar de que las señales de cada tomate tienen intensidades diferentes, todos ellos 
muestran un comportamiento muy similar con respecto al tiempo. Un primer periodo en el 
que la señal varía de forma despreciable exceptuando cierta inclinación leve en algunos 
casos; posteriormente, a unas 150 horas, todas las muestras presentan un incremento 
reseñable en contenido de carotenoides, con el consiguiente aumento de la señal hasta 
alcanzar un valor máximo. Más tarde, justo antes de las 250 horas se empieza a producir 
una disminución de intensidad hasta alcanzar finalmente, cerca de las 350 horas valores 
similares a los iniciales. 
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Figura 3.20: Intensidades de la banda ν1 en distintos tipos de tomates. Granate: Rojo ovalado, Amarillo: 
Amarillo ovalado, Negro: Verde Ovalado, Azul: Naranja ovalado. 
Tal y como se puede apreciar en la figura, los resultados de intensidad correspondientes al 
tomate rojo ovalado han sido multiplicados por 4 para reescalarlos con respecto al resto de 
muestras ya que de esta manera, pueden ser comparables observándose de una forma más 
ilustrativa el comportamiento general antes citado. 
En el siguiente capítulo se discutirá esta evolución temporal mediante el empleo de un 
modelo cinético teórico y espectroscópico. 
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3.4.2. Tomates Rambo 
Para tener una visión más general de la maduración, se obtuvieron espectros de tomates 
tipo Rambo durante el proceso, cuyo comportamiento fue muy similar a los mostrados en 
la primera parte de esta sección. Como consecuencia, la evolución de la intensidad de la 
banda ν1 con el paso del tiempo se puede observar en la Figura 3.21 
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Figura 3.21: Evolución temporal de la intensidad de la banda ν1 para dos tomates Rambo en distinto periodo 
inicial de maduración. (a) Tomate en la denominada fase “green". (b) Tomate en la fase llamada “breaker”. 
A pesar de tratarse de tomates significativamente diferentes si se comparan con los cherry 
en cuanto a tamaño, color y textura, se puede afirmar que el comportamiento de variación 
temporal de la señal es semejante, al menos de forma cualitativa. 
A modo de resumen, conviene recordar que todos los tomates bajo investigación sufren un 
aumento de señal con el paso del tiempo para finalmente decaer hasta los valores iniciales 
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tras alcanzar un máximo. Estos resultados relativos al aumento de la señal Raman de 
carotenoide, son consistentes con los estudios desarrollados por otros investigadores
50, 51
 
donde se apreciaba una pauta muy parecida. 
3.5. Evolución de la polarización con el tiempo a 90° 
Como en estudios anteriores (mango), en este apartado de la Tesis se obtuvo el cociente de 
despolarización para evaluar su evolución con respecto del tiempo. En este caso, se empleó 
un sistema que ya ha sido descrito en el capítulo anterior en la Figura 2.10 b. De hecho, el 
montaje empleado, ni se corresponde con una transmisión, ni con una configuración típica 
a 90° a través de todo el fruto, ya que tanto la zona de excitación como la región de 
recolección se localizan en la misma región de piel. 
A modo de ejemplo, en la Figura 3.22 se expone el espectro Raman resonante de un tomate 
en estado de maduración green de la variedad Rambo donde se pueden apreciar tres de las 
cuatro bandas más características de este tipo de muestras ν1, ν2 y ν3 a 1524 cm
-1
, 1162 cm
-
1
 y 1010 cm
-1
 respectivamente. Para ser más concretos, realmente se presentan dos 
espectros superpuestos, que se corresponden con los distintos estados de polarización 
(paralela y perpendicular).  
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Figura 3. 22: Espectro Raman resonante medido a 90° de un tomate Rambo a tiempo cero. Negro: 
Configuración paralela, es decir, configuración ε ̂f || ε ̂i; Rojo: Configuración perpendicular ε ̂f  ⊥  ε ̂i; donde 
ε ̂ es el vector unitario de campo eléctrico. El cociente de despolarización para la banda ν1 es 0.87. 
Aunque moderado, existe cierto efecto de despolarización que se manifiesta en la 
diferencia de intensidades presente en las bandas más características de dichos espectros. 
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En la Tabla 3.13 se exponen todos los resultados obtenidos mediante las medidas de 
cocientes de despolarización de tomates Rambo a cada tiempo estudiado. 
Tabla 3.13: Resultados experimentales obtenidos para la evolución del cociente de despolarización con el 
paso del tiempo en tomate Rambo. 
Tiempo /h Γ (ν1) 
0 0.87 ± 0.03 
4 0.87 ± 0.03 
24 0.85 ± 0.03 
28 0.84 ± 0.03 
48 0.85 ± 0.03 
52 0.84 ± 0.03 
76 0.88 ± 0.03 
96 0.88 ± 0.03 
100 0.87 ± 0.03 
 
Sin ánimo de ser redundantes, en vez de presentarse en tablas de valores, en la Figura 3.23 
se muestran los puntos experimentales obtenidos para Γ en función del tiempo, pero en este 
caso pertenecientes a un tomate cherry rojo ovalado, donde se puede observar una línea de 
tendencia que sirve de guía para una mayor claridad a la hora de analizar la evolución 
temporal de los resultados.  
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Figura 3.23: Resultados experimentales obtenidos para la evolución del cociente de despolarización de la 
banda ν1 con el paso del tiempo en tomate cherry rojo ovalado obtenidos de espectros adquiridos en 
configuración de 90°. La línea roja es una guía para ver la evolución. 
A primera vista, se puede observar que no existen cambios significativos del cociente de 
despolarización Г (ν1) con respecto al tiempo en ninguna de las dos variedades de tomate, 
aunque este efecto será contrastado más adelante. 
3.6. Evolución del cociente ν4/ν1 con el tiempo  
Finalmente, se estudió el valor del cociente de las bandas ν4/ν1 en tomates Rambo pero en 
esta ocasión en función del tiempo de maduración (y no del radio como se hizo en 
zanahorias) para analizar los posibles cambios a lo largo del proceso. En tomates, el 
objetivo principal del análisis tiene que ver con la posibilidad de emplear este cociente 
como referencia interna a la hora de evaluar la calidad de los frutos. Los resultados 
alcanzados se adjuntan en la Tabla 3.14. 
Como se puede observar, existe una tendencia al alza del cociente según transcurre el 
tiempo. Dicho aumento, tiene lugar entre el valor a tiempo 0 y el valor a tiempo 72 horas y 
es de aproximadamente el 40%, un resultado muy superior al del error medio experimental 
que se corresponde con un 7% por lo que puede considerarse significativo 
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Tabla 3.14: Evolución temporal del cociente de intensidades de las bandas ν4/ν1 en tomates Rambo 
Tiempo /h ν4/ν1 
0 0.102 ± 0.006 
5 0.104 ± 0.006 
20 0.106 ± 0.006 
24 0.117 ± 0.007 
29 0.112 ± 0.007 
44 0.125 ± 0.007 
48 0.125 ± 0.007 
68 0.145 ± 0.008 
72 0.140 ± 0.008 
 
Estos resultados, al igual que los anteriores serán explicados y justificados en el siguiente 
capítulo con la finalidad de tener una idea general de los mismos. 
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4. DISCUSIÓN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES I 
En esta parte de la memoria se discutirán los resultados experimentales obtenidos en el 
Capítulo 3. De esta manera, y de forma detallada se razonarán los valores hallados en 
los diversos tipos de medidas realizadas, siendo consecuentes con los datos expuestos.  
La organización de apartados será muy similar a la ya presentada en el capítulo anterior. 
Por lo tanto, la estructuración se hará en base a varios bloques. El primero de ellos 
estará referido a la espectroscopia de carotenoides donde se llevó a cabo la asignación 
vibracional de espectros. En el segundo bloque se detallarán los aspectos relacionados 
con la distribución espacial. En un tercer bloque se hará referencia a la dependencia de 
los cocientes de despolarización con el espesor a un tiempo dado y con el tiempo a 
espesor constante para finalmente, presentar una sección referente a la evolución 
temporal de señales y cocientes de despolarización por un lado y a la evolución 
temporal del cociente ν4/ν1 por otro. 
4.1. Espectros Raman Resonantes, descripción de bandas fundamentales 
En la primera sección de este capítulo se pretenden caracterizar algunos de los analitos 
que serán estudiados a lo largo de la Tesis Doctoral. Para ello, en el Capítulo 3 se han 
presentado espectros pertenecientes a muestras de carotenoides en diversas matrices 
tanto de frutos (in vivo) como inorgánicas (KBr). La mayor parte de los espectros 
mostrados contaban con cuatro bandas muy significativas. Dichas señales son las 
correspondientes a los modos vibracionales que se ven involucrados con las transiciones 
electrónicas tal y como se explicó en el Capítulo 2.  
En principio, una molécula no lineal presenta 3N-6 modos vibracionales, siendo N el 
número de átomos, por lo que en nuestro caso, tanto para el β-caroteno como para el 
licopeno (C40H56), al ser moléculas no lineales, se pueden esperar 282 vibraciones 
diferentes, muchas de las cuales serán activas en espectroscopia Raman tal y como se 
mostrará en la sección de Modelización Molecular en capítulos sucesivos.  
En los resultados expuestos, se han adquirido espectros empleando la línea de 
excitación de 532 nm en la mayoría de muestras, y la longitud de onda de excitación de 
514.5 nm para el caso de los extractos de licopeno (aunque estos últimos serán 
comentados en capítulos posteriores), cumpliendo ambas longitudes de onda las 
condiciones de resonancia. Al trabajar en estas circunstancias se mejoran 
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significativamente las señales, ya que la intensidad Raman aumenta considerablemente 
respecto a los obtenidos en condiciones no resonantes
1
 en todas las muestras, aunque 
únicamente se magnificarán aquellos modos que se encuentren acoplados 
energéticamente a la transición electrónica más importante. 
La transición electrónica más significativa permitida para los carotenoides en la región 
de longitudes de onda perteneciente al UV-Vis cercano está descrita como 
1
1
Ag
*→11Bu
*+
 (S0→Sn, típicamente n = 2) correspondiente con la transición π→π
*
 
permitida
2-5
. Por el contrario, la absorción al estado S1 (2
1
Ag
*-
), el estado singlete 
excitado de más baja energía, está prohibida por simetría desde el estado fundamental y 
por ello no es accesible mediante procesos de un sólo fotón
6
. Así, los modos 
vibracionales previamente mencionados estarán acoplados energéticamente a la 
transición S0→S2 antes explicada. 
La principal característica de los espectros adquiridos para muestras de carotenoides en 
condiciones resonantes, tiene que ver con la mejora de ciertos modos vibracionales, 
especialmente los que se relacionan con las vibraciones de esqueleto, en este caso el ν1 
y el ν2, sin embargo, también se pueden producir mejoras en otros modos acoplados al 
ν1 que es en el que se produce un mayor acoplamiento fonón-electrón y por lo tanto una 
magnificación en la señal
4
 más ostensible. 
Las asignaciones fundamentales, se han realizado para las bandas más significativas. 
Gracias a la intensidad de dichas bandas, es posible intuir la cantidad de carotenoide 
presente en las muestras, cómo se distribuye a lo largo de ciertos frutos y en qué 
configuración molecular se encuentra. Por otro lado y teniendo en cuenta las dos bandas 
más importantes (ν1 y ν2) se podrán estudiar tanto sus cocientes de despolarización 
como sus variaciones, pasando por su dependencia con el espesor y con el tiempo. 
Finalmente, gracias a la banda ν4 es factible realizar estudios de la cantidad de agua 
presente y de la cantidad de carotenoide que se encuentra formando dímeros y/o 
estructuras más complejas en ciertos frutos, ya que dicha señal está directamente 
relacionada con las contribuciones fuera del plano. 
Por otro lado, es muy destacable la similitud de desplazamientos Raman existente en los 
carotenoides objeto de estudio, ya que presentan una semejanza estructural manifiesta 
de dobles enlaces conjugados. A modo de resumen, en la Tabla 4.1 se presentan los 
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desplazamientos para aquellos tipos de muestra que contienen mayoritariamente β-
caroteno.  
Tabla 4.1: Desplazamientos del modo vibracional ν1 y ν2 en distintos tipos de muestras. 
Tipo de muestra 
Desplazamiento Raman de 
la banda ν1 (cm
-1
) 
Desplazamiento 
Raman de la banda ν2 
(cm
-1
) 
Zanahoria (5mm espesor) 1522 1158 
Mango (0.7 mm espesor) 1524 1155 
Patrón β-caroteno 
(0.1mg/50mg KBr) 
1516 1153 
 
Hay varios factores que pueden hacer cambiar la posición de la banda ν1 de los 
carotenoides. Algunos de ellos son: la matriz en la que se hallan
7, 8
, la configuración en 
la que se encuentran cis o trans
9
, la longitud de la conjugación efectiva
4, 8, 10, 11
 e incluso 
la longitud de onda empleada para la realización de las medidas
12
. 
Tanto las zanahorias como las muestras de mango ricas en β-caroteno, presentan 
espectros muy similares a los observados para el patrón de β-caroteno en cuanto a 
bandas se refiere, aunque existe un ligero desplazamiento a mayores números de ondas 
en las muestras biológicas. Dicho desplazamiento también fue observado por otros 
investigadores
7, 8
. El citado en último lugar, razonó este suceso en base a la interacción 
natural existente entre la matriz y los carotenoides que fuerza a los polienos a variar 
ligeramente su forma química y/o estructura física, siendo esta acción crucial, ya que 
puede producir pequeños desplazamientos como los que aquí se observan. Por este 
motivo, la diferencia de desplazamiento de las señales pertenecientes a las muestras de 
zanahoria y mango es significativamente superior si se compara con los presentados por 
el patrón.  
Análogamente, en los espectros pertenecientes a tomates también se observaron ligeros 
desplazamientos en las señales principales, cuyo origen es el mismo que el observado 
en el β-caroteno. 
Ya que no existe resolución espectral suficiente para sacar conclusiones en cuanto al 
modo vibracional ν1 y su posición en los casos en los que están presentes tanto el 
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licopeno como el β-caroteno (sobre todo en tomates), únicamente se pudo obtener una 
idea clara en el caso de las sustancias puras o ricas en uno de los dos componentes como 
sucedía con los extractos, con los patrones y con las muestras de mango y zanahorias.  
A pesar de lo mencionado, debido al carácter resonante de las medidas, lo que se detecta 
mayoritariamente es la señal de los carotenoides presentes en diversos tipos de frutos, 
permitiendo este hecho hacer un seguimiento de su variación tanto con el tiempo, como 
con el radio de rodajas cortadas, así como de la variación del cociente de 
despolarización con el tiempo (a espesor constante) y con el espesor (a un tiempo dado).  
Por último, es interesante hacer una aclaración sobre el modo vibracional ν4 que aparece 
en todas las muestras biológicas entre 955-966 cm
-1
. Tal y como describen algunos 
autores, la intensidad espectral de la citada vibración es sensible a la configuración en la 
que se encuentra el carotenoide, es decir, está relacionada con las distorsiones de la 
configuración planar
13-16
. De esta manera, la banda puede presentar una intensidad débil 
indicando así una configuración plana relajada o, por el contrario, se puede presentar 
como una banda más intensa siempre que existan distorsiones significativas fuera del 
plano. Gracias a dicho efecto, que será discutido más adelante, algunos autores
17
 han 
podido llevar a cabo análisis acerca de la configuración de ciertos polienos como por 
ejemplo la neoxantina en complejos captadores de luz (coloquialmente conocidos como 
complejos antena). 
Tomate Naranja Ovalado 
De todos los espectros simples presentados en el capítulo anterior, llama la atención el 
de la Figura 3.10, ya que se pueden ver con claridad ciertos sobretonos y bandas de 
combinación. Este hecho no es nuevo, ya que fue observado en otros estudios
18
 a bajas 
temperaturas.  
Está bien descrito
16, 19, 20
 que la mayor parte de los sobretonos se encuentran asociados a 
los modos vibracionales totalmente simétricos de tensión: C=C (ν1), C-C (ν2) y de 
balanceo en el plano de los grupos CH3 (ν3) tanto en estado sólido como en disolución. 
En la siguiente tabla se comparan los valores alcanzados para los sobretonos y bandas 
de combinación en los experimentos del presente estudio, con los observados por otros 
grupos de investigación
18
. 
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Tabla 4. 2: Valores obtenidos para bandas de combinación y sobretonos comparados con los estudios de 
la referencia 18. 
Bandas 
estudiadas 
Desplazamiento Raman (cm
-1
)
 
(Presente estudio) 
Desplazamiento Raman (cm
-1
) 
(Referencia 18) 
  Calculadas Experimentales 
ν2 + ν3 2169 2164 2163 
2ν2 2316 2315 2315 
ν 1 + ν3 2533 2528 2529 
ν 1 + ν2 2672 2681 2680 
2ν1 3038 3048 3048 
 
Debido a que nuestros análisis no han sido realizados a bajas temperaturas como 
sucedía con los citados
18
 pueden existir ciertos cambios en los niveles poblacionales, 
además en el caso de este tomate las señales provienen de una matriz biológica y no de 
los estándares puros como provenían las de los citados autores, por ello, es normal que 
existan ligeras diferencias al comparar los valores de ambos estudios. Por otro lado, las 
medidas del estudio de comparación fueron realizadas en disoluciones vítreas (glassy 
solutions) pudiendo influir dicha circunstancia en las diferencias presentadas.  
Cálculo de constantes de anarmonicidad 
Las moléculas reales, cuando vibran no se comportan como un oscilador armónico, sino 
que existen ciertas contribuciones a la anarmonicidad
21
. En la Figura 4.1 se representa el 
potenciale de una molécula diatómica, que vibra como un oscilador armónico cuyo 
potencial se asemeja a una parábola superpuesto al potencial de una molécula diatómica 
que presenta anarmonicidad, siendo este último comportamiento parecido al descrito 
por un potencial de Morse.  
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Figura 4.1: Aproximación de la curva de energía potencial del movimiento nuclear de una molécula 
diatómica. Negro: Oscilador armónico. Rojo: Oscilador anarmónico. 
En un oscilador anarmónico las energías de los niveles vibracionales vienen dadas por 
la siguiente expresión 
Eν = (ν +
1
2
) ṽe − (ν +
1
2
)
2
ṽeχe        [4.1] 
Donde ν hace referencia al nivel vibracional (ν = 0, 1, 2…νmax), ṽ𝑒 es la frecuencia 
fundamental del oscilador armónico y χe es la constante de anarmonicidad. A modo 
aclaratorio, se puede mencionar que el número de niveles vibracionales en un oscilador 
anarmónico es finito. Como se puede observar en la expresión, el segundo término de la 
ecuación va tomando más importancia según aumenta el número cuántico ν, hasta que 
Eν se hace nulo.  
En este punto se puede calcular la energía teórica en cada nivel. De este modo, las 
energías de los tres primeros niveles (0, 1, 2) son las siguientes 
{
 
 
 
 E0 =
1
2
ṽe −
1
4
χeṽe               (a)
E1 =
3
2
ṽe −
9
4
χeṽe              (b)
E2 =
3
2
ṽe −
9
4
χeṽe              (c)
       [4.2] 
Y por lo tanto el número de ondas de la banda fundamental y el primer sobretono, viene 
dada por la diferencia de energías entre los niveles b-a y c-a respectivamente, por lo 
tanto  
{
ṽν=0→ν=1 = ṽe − 2χeṽe               (d)
ṽν=0→ν=2 = 2ṽe − 6χeṽe             (e)
      [4.3] 
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Resolviendo el sistema de ecuaciones se pueden calcular las constantes de 
anarmonicidad y la frecuencia fundamental. 
Para el caso de la vibración C=C, se ha obtenido un valor de ṽ𝑒 = 1543cm
-1
 y un 
producto de 𝜒𝑒ṽ𝑒 = 7.99 cm
-1
 siendo la energía en el punto cero E0 = 769 cm
-1
, mientras 
que para la vibración C-C los resultados obtenidos son de ṽ𝑒 = 1170 cm
-1
 siendo el 
producto 𝜒𝑒ṽ𝑒 = 3.98 cm
-1
 y E0 = 584cm
-1
. 
Si se comparan estos valores con los obtenidos por los investigadores de la referencia 
18, se observa que presentan el mismo orden de magnitud, aunque con algunas 
diferencias. En el caso de las frecuencias de las vibraciones de equilibrio ν1 y ν2 se han 
obtenido valores de 1543 cm
-1
 y 1170 cm
-1
 siendo los obtenidos por la referencia
18
, de 
1535.1 cm-1 y 1167.1 cm-1 respectivamente.  
Como es bien sabido, estos datos dependen del potencial. Dicho potencial, podría verse 
afectado por las interacciones intermoleculares que a su vez se relacionan con la 
temperatura y la matriz en la que se encuentren. Por ello, cuando existen interacciones 
intermoleculares, éstas no se comportan de la misma forma en un medio o en otro o a 
una temperatura u otra. Como consecuencia, los desplazamientos que se han obtenido a 
mayores números de ondas en comparación con los del citado estudio, tienen que ver 
con el tipo de muestra y temperatura de trabajo (patrón en disolución vítrea a 77 K 
frente a muestra biológica a temperatura ambiente) a las que se han realizado las 
medidas. Debido a que la constante de anarmonicidad depende directamente del número 
de ondas, también se verá afectado el producto 𝜒𝑒ṽ𝑒, ya que en el caso del estudio que 
se está empleando para comparar
18
, los productos fueron de 2.3 cm
-1
 y 1.8 cm
-1
 en los 
sobretonos de las vibraciones C=C y C-C respectivamente, mientras que los nuestros 
presentan valores superiores: 7.99 cm
-1
 y 3.98 cm
-1
. 
4.2. Distribución Espacial de β-caroteno y configuración molecular en rodajas 
de zanahoria 
Una vez obtenidos los espectros simples tanto de las rodajas de zanahoria como de los 
patrones, se hizo una superposición de los mismos para poder compararlos.  
Así, en la Figura 4.2 se puede ver con claridad que la diferencia fundamental radica en 
el modo vibracional que se ha denominado en el capítulo anterior como ν4. Tal y como 
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se ha señalado anteriormente, en el caso del patrón, dicha vibración es prácticamente 
despreciable, mientras que en la muestra de matriz biológica se aprecia con claridad. 
Contemplando el hecho antes descrito en cuanto a los pequeños desplazamientos en 
diferentes matrices, y para que ambos sean comparables, en la figura presentada se ha 
aplicado una pequeña corrección trasladando ligeramente el espectro de la muestra 
patrón hacia mayores números de ondas.  
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Figura 4.2: Comparación entre los espectros Raman Resonantes adquiridos en configuración de 
transmisión de 10 µg de un estándar de β-caroteno diluidos en KBr hasta alcanzar los 50mg totales de 
muestra (línea azul) y una rodaja de zanahoria de 0,5 mm de espesor (línea roja). En ambos espectros la 
banda ν1 ha sido normalizada a 1. La diferencia queda mejor reflejada en el recuadro de la figura. 
Haciendo especial hincapié en la parte ampliada de la figura, se puede vislumbrar que, 
aunque mal resueltos, existen dos picos que aparecen a 950 cm
-1
 y 961 cm
-1
 
pertenecientes a la muestra de zanahoria. Este hecho no es nuevo, ya que dichas señales 
también fueron observadas en espectros Raman de carotenoides pertenecientes a 
cloroplastos aislados de Arabidopsis por otros investigadores
15
. Como se ha 
mencionado anteriormente, la contribución a la señal del pico en cuestión, depende de la 
configuración espacial de los carotenoides
17
. Lamentablemente, la baja intensidad 
obtenida para esta banda en los estudios que se han desarrollado, hace imposible seguir 
la evolución del doblete en las medidas Raman en función de la distancia al centro de la 
muestra, es decir en función del radio (Véase más adelante).  
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De todas maneras, a pesar de la limitación señalada, la característica más destacable 
puede asociarse a la alta sensibilidad de la técnica de Transmisión Raman Resonante, 
que permite que la citada banda sea detectada.  
A modo de conclusión, se puede resaltar que la existencia del modo vibracional 
denominado ν4 en la muestra de zanahoria y su ausencia en las muestras de patrones, 
sugiere una configuración del β-caroteno diferente en ambas matrices. Por todo lo 
expuesto, el análisis de dicha banda y su evolución puede revelar información de la 
configuración espacial de los carotenoides presentes en este tipo de tejidos biológicos. 
Observando la variación de la señal Raman, según nos alejamos del centro de rodajas de 
zanahoria se puede estimar cómo está repartido el β-caroteno en la matriz de las 
muestras objeto de estudio. Para ello, como ya se ha explicado en otros epígrafes (véase 
Capítulo 3), se han realizado medidas a pequeños desplazamientos estudiándose la 
variación en el número de cuentas Raman. 
El análisis de la distribución espacial del β-caroteno, es uno de los elementos que tiene 
más interés en estos estudios. De hecho, en investigaciones realizadas con anterioridad 
en otros grupos
22
 mediante técnicas de mapeo ya se logró revelar información detallada 
del contenido relativo de carotenoides, así como de su distribución espacial en distintos 
tipos de zanahorias, destacándose la heterogeneidad en lo referente al reparto del β-
caroteno a lo largo de distintas secciones del fruto. En la parte de resultados se ha 
presentado un mapa de contorno que varía con el radio, donde se puede inferir con 
claridad dónde se localiza el polieno en las muestras.  
Si se observa con detenimiento la Figura 3.12 presentada en el capítulo anterior, es fácil 
darse cuenta de que el carotenoide se acumula predominantemente, en la zona del 
floema secundario, y en la región de la peridermis. Adicionalmente, se puede afirmar 
que la menor cantidad de carotenoide se encuentra en el xilema secundario que es un 
tejido vegetal formado por células más rígidas.  
Estos hechos fueron ratificados mediante la representación del logaritmo decimal de la 
intensidad del modo vibracional ν1 presente a 1528 cm
-1
 frente al radio (véase Figura 
3.13), donde además se puede percibir la existencia de un gradiente de concentración 
con una tendencia al alza en la zona de distancias intermedias. Como se puede deducir, 
la figura se encuentra en consonancia con el mapa comentado anteriormente, ya que la 
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menor cantidad de señal se encuentra en la zona del xilema secundario, entre los [̴ (0-5)] 
mm de radio. Finalmente, como ya se ha expuesto, existe un gradiente de 
concentraciones que va aumentando a través de la región perteneciente al cambium 
vascular hasta alcanzar un valor máximo que también es consistente con lo observado 
en el mapa de distribución.  
Según la revisión bibliográfica llevada a cabo, no existen investigaciones detalladas en 
las que se comparen activamente el modo vibracional ν1 y ν4 permitiendo así obtener 
una idea de la configuración molecular presente en la matriz biológica y por 
consiguiente capaz de dar una idea del estado de agregación molecular. 
Tal y como se ha mencionado, la banda ν4 se relaciona con la desviación de la 
planaridad dentro de una muestra que contiene carotenoides. Por ello, y con el fin de 
conocer la conformación espacial del pigmento, se realizó un análisis exhaustivo de la 
variación de su intensidad a lo largo de la muestra empleando para ello la banda ν1 a 
modo de referencia interna, ya que ésta no depende de las contribuciones fuera del 
plano.  
Para tal fin, se realizó el análisis del cociente de ambos modos vibracionales y su 
variación con el radio, conociendo de esta manera en qué magnitud se producían dichas 
desviaciones de la planaridad en función de las diferentes partes de la matriz biológica 
objeto de estudio. 
En los datos presentados en la Figura 3.14, se puede apreciar con claridad cómo el 
cociente ν4/ν1 alcanza su mínimo absoluto en la región del cambium vascular. Este 
hecho sugiere que, independientemente de la cantidad de pigmento, la menor fracción 
de carotenoide presente en configuración torsionada (fuera del plano) se produce en la 
citada zona. Esta afirmación se encuentra en consonancia con estudios realizados por 
otros grupos de investigación
23
 en otros medios y matrices, donde se consideraba el 
papel desempeñado por el agua en la formación de estructuras agregadas de 
carotenoides, mostrando que las moléculas de agua son capaces de estabilizar los 
dímeros de β-caroteno mediante interacciones débiles con enlaces de hidrógeno de tipo 
π. De hecho, el citado estudio revela que las estructuras del polieno formadas en 
presencia de moléculas de agua destacan por un aumento significativo de la banda ν4 
asociada a la configuración torsionada de la estructura molecular.  
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Además, en la Figura 3.14 presentada en el capítulo anterior, se muestra cómo la región 
que exhibe un mayor cociente ν4/ν1 es la correspondiente al xilema que es donde se 
debería esperar una concentración de agua superior al resto de los tejidos ya que se 
encarga de transportarla desde el suelo hasta el resto de la planta, incluidas las hojas.  
En este punto, aún no se puede ofrecer una explicación plausible para justificar por qué 
el menor valor del cociente ν4/ν1 se encuentra en la región del cambium vascular, y 
únicamente se puede ofrecer una hipótesis que deberá ser contrastada con futuros 
experimentos.  
Está bien descrito
24
 que, durante el crecimiento secundario de la raíz, el cambium 
vascular se forma entre el xilema y el floema dividiéndolos y produciendo nuevas 
células en el xilema, que formarán el xilema secundario hacia el interior del cambium 
así como nuevas células del floema que se encargarán de componer el floema 
secundario hacia el exterior.  
En este escenario, es bastante probable que los agregados de carotenoides o las 
proteínas enlazadas unidas mediante moléculas de agua atrapadas, puedan tener una 
menor probabilidad de cruzar al cambium vascular que la que tendría un monómero 
libre o un carotenoide con una configuración más plana, menos torsionada; en otras 
palabras, la marcada actividad de crecimiento del meristemo tanto hacia el interior 
como hacia el exterior, desde un punto de vista estructural o estereoquímico puede no 
ser el mejor entorno para el almacenamiento o estabilidad de los complejos de 
carotenoides y agregados. Así pues, la región del cambium podría convertirse en una 
barrera natural para el flujo de complejos de carotenoides hacia el interior de la 
zanahoria facilitando, de este modo, que el alimento transportado desde las hojas, 
mediado por el floema, pueda almacenarse en el floema secundario y en la peridermis. 
En resumen, la actividad específica del cambium vascular en el meristemo puede ser la 
responsable del bajo cociente encontrado en dicha zona.  
Todos estos hallazgos han servido para resaltar la gran capacidad de la técnica de 
transmisión Raman resonante gracias a su alta simplicidad y sensibilidad que permite 
medir con una alta resolución los modos vibracionales más activos en tejidos biológicos 
y además ha posibilitado tener una idea completa tanto del contenido de pigmento como 
de su distribución espacial.  
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Asimismo, la sensibilidad inherente a la técnica ha posibilitado tener más conocimiento 
acerca de la configuración molecular dentro de las diferentes zonas del tejido biológico 
bajo estudio. En resumen, gracias al sistema experimental empleado, se puede 
comprender mejor, no sólo la estructura de la planta, sino también su fisiología, lo que 
lo convierte en un aspecto de especial relevancia. 
4.3. Polarización de las bandas Raman. Modelo teórico 
4.3.1. Aspectos previos y modelo teórico 
Para interpretar los resultados obtenidos en las medidas de despolarización presentados 
en el Capítulo 3 resulta necesario hacer una pequeña presentación teórica para enmarcar 
el modelo que se ha desarrollado. 
En esta sección, por tanto, se va a profundizar creando una extensión de otro modelo 
previamente desarrollado en nuestro grupo de investigación
7
. Fundamentalmente, en 
dicho modelo se considera que la muestra presenta un carácter homogéneo y la 
dispersión de la luz se describe mediante tres parámetros básicos: la sección eficaz 
Raman σR(λ), la sección de atenuación del láser σa(λexc) y la sección eficaz de 
atenuación Raman σR
a  (λ). En este contexto λexc y λ representan la longitud de onda de 
excitación y de la señal Raman respectivamente. 
La ecuación de partida que se ha empleado es la número 8 de la referencia 7, que viene 
dada en [4.4]. Dicha expresión, indica la intensidad total de la señal Raman I
a
R y los 
factores de los que depende. 
IR
a(λ, x) =  P0
σR(λ)
σa(λexc)
[(1 + γ)(1 − e−Bx) − γBx]   [4.4] 
Así, P0 representa la densidad de potencia del láser, x el espesor de la muestra,B =
σa ּ Ns siendo Ns un indicador de la concentración de partículas de muestra y γ = σR
a/σa 
donde σa es la sección de atenuación del láser y σR
a  es la sección de atenuación Raman. 
En lo sucesivo se eliminará el paréntesis para σa y σR
a  . En este tipo de muestras se 
puede desarrollar la expansión del tipo e−Bx ≃ 1 − Bx + 1 2⁄ B
2x2 +⋯ despreciando 
los términos superiores al cuadrático.  
Por brevedad, no se especifica todo el tratamiento matemático desarrollado, aunque 
después de reagrupar algunos términos se obtiene la siguiente expresión. 
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IR
a(λ, x) =  
P0
σa
σR(λ)Bx [1 −
1
2
Bx(1 + γ)]      [4.5] 
En este punto, se puede considerar que la luz incidente del láser que interaccionará con 
la muestra se encuentra linealmente polarizada y por lo tanto se tendrán en cuenta dos 
secciones eficaces de dispersión Raman, la paralela con respecto a la luz incidente 
σR
||
(λ) y la perpendicular σR
⊥(λ). 
Asimismo, es posible definir dos secciones de atenuación diferentes σR
a(||)
 y σR
a(⊥)
 que 
representan la sección de atenuación del Raman polarizado tanto paralela como 
perpendicularmente.  
En principio, y dado que hasta este momento se ha considerado que la muestra es 
homogénea, no deberían existir diferencias significativas entre las dos secciones de 
atenuación del láser, por lo tanto, se va a adoptar la igualdad en la que 𝜎𝑎
||
= 𝜎𝑎
⊥. 
Teniendo en cuenta todas las aproximaciones expuestas [4.5] se puede dividir en las dos 
expresiones siguientes 
 
IR
a||(λ, x) =  
P0
σa
σR
||(λ)Bx [1 −
1
2
Bx(1 + γ||)]            [4.6 (a)] 
 
 IR
a⊥(λ, x) =  
P0
σa
σR
⊥(λ)Bx [1 −
1
2
Bx(1 + γ⊥)]               [4.6 (b)] 
 
Llegados a este punto, el cociente de despolarización (Г) queda descrito de la forma 
IR
a(||)
/IR
a(⊥)
 . Así, empleando las expresiones [4.6] (a) y [4.6] (b) Г viene dado por la 
ecuación [4.7]. 
 
Г = ρ
1−
1
2
Bx(1+γ⊥)
1−
1
2
Bx(1+γ||)
                      [4.7] 
Donde ρ = σR
⊥(λ)/σR
||
 representa el cociente de despolarización a espesor cero 
(molecular) y γ(i) = σR
a(i)
/σa con i = || ó ⊥. 
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En el Apéndice I.a. se demuestra que Г puede expresarse de la siguiente forma 
Г = ρ +
1
2
ρ(1 − ρ)σR
a(||)
Nsx +
1
4
ρ(1 − ρ)σR
a(||)
σaNs
2x2     [4.8] 
Dicha ecuación se puede reescribir del siguiente modo 
Г = ∑ aix
i2
i=0               [4.9]  
Donde a0 = ρ , a1 = 0.5ρ(1 − ρ)μR
a||
 y a2 = 0.25ρ(1 − ρ)μR
a||
μλexc
a||
. 
Para llegar hasta este punto, se han empleado los coeficientes de atenuación 
denominados como μR
a||
 y μλexc
a||
 referentes a las longitudes de onda Raman y de 
excitación que vienen dadas según μR
a||
= σR
a(||)
Ns y μλexc
a||
= σλexc
a||
Ns respectivamente. 
Como es bien sabido, el coeficiente de atenuación se expresa mediante μR
a||
= μa
||
+ μs
||
, 
siendo μa
||
 y μs
||
 los coeficientes de absorción y de dispersión paralelos respectivamente, 
dependientes de la longitud de onda Raman correspondiente. Para el caso de μλexc
a||
 se 
mantiene una expresión similar. Debido a las pequeñas diferencias existentes entre las 
longitudes de onda de las líneas Raman y la longitud de onda de excitación se puede 
afirmar que ambos coeficientes de dispersión son iguales, es decir, μs(λ) ≃ μs(λexc). 
Adicionalmente, la dispersión de la luz es el factor predominante a la hora de producirse 
la pérdida de la polarización inicial y por lo tanto también se asume que a una longitud 
de onda dada μs
||(λ) = μs
⊥(λ). 
La expresión [4.8] describe que el cociente de despolarización (Г) aumenta si lo hacen 
tanto el coeficiente de absorción como el de dispersión. Por regla general, la validez de 
esta ecuación está restringida a muestras delgadas y siempre que x > xmáx donde xmáx 
representa el valor máximo para el cual la polarización inicial se pierde completamente, 
es decir Г (xmáx) es igual a 1.  
Si se tiene en cuenta [4.8], se pueden dar dos situaciones: La primera de ellas con una 
muestra a un espesor dado en la que aumenta la concentración de partículas, y la 
segunda, una muestra a una concentración dada cuyo espesor aumenta. Estos dos 
escenarios han sido estudiados en los resultados presentados.  
Debido a que en [4.8] existen 3 incógnitas (el coeficiente de absorción del láser, el 
coeficiente de absorción Raman a una longitud de onda dada y el coeficiente de 
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dispersión) se ha aprovechado el carácter resonante de la técnica de transmisión que se 
está utilizando y se han empleado como valores de siembra
25
 los pertenecientes al 
coeficiente de absorción extraído del propio espectro de absorción del principal agente 
dispersor de luz, en este caso el β-caroteno cuya absorción resonante mejora la señal 
Raman Stokes.  
Asimismo, la expresión [4.8] se puede emplear para estudiar la evolución temporal del 
cociente de despolarización a espesor constante. En muestras delgadas, dicha ecuación 
se puede reescribir empleando únicamente el término lineal del siguiente modo 
Г = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)μR
a||
x      [4.10] 
Algunos autores
26, 27
, han observado que los coeficientes de atenuación (tanto de 
absorción como de dispersión), disminuyen en muestras de nectarinas con el aumento 
de la vida post-cosecha hasta alcanzar un valor constante tras el proceso de maduración, 
no obstante en otros frutos como tomates, por ejemplo, dicho comportamiento finaliza 
con un repunte del citado coeficiente
28
. Por ello, se puede suponer que existe un 
decaimiento exponencial del coeficiente μR
a||
 con el tiempo según 
μ(t)
a||
= (μ0 − μ∞)e−kt + μ∞      [4.11] 
Por simplicidad no se muestran los superíndices paralelos, asimismo μ0 y μ∞ hacen 
referencia al tiempo inicial (t = 0 h) y final (t = ∞ h) y k indica la tasa de decaimiento.  
Introduciendo [4.10] en [4.11] y tras operar, la dependencia temporal de Г queda 
descrita de la siguiente forma 
Г(t) = (Г0 − Г∞)e−kt + Г∞               [4.12] 
Donde Г0 = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)μ0x siendo además Г∞ = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)μ∞x. 
4.3.2. Polarización a espesor variable a 180° en zanahoria 
Con el modelo matemático desarrollado, se llevó a cabo un método de iteración para el 
ajuste de los datos experimentales alcanzados. Así, en la Figura 4.3 se representan los 
ajustes obtenidos para los cocientes de despolarización de las bandas 1 y 2. 
En dicha figura, se puede apreciar con claridad la variación del cociente de 
despolarización con el espesor entre 0.4 mm y 0.9 mm. En ambos casos la línea sólida 
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representa el mejor ajuste para los resultados experimentales llevado a cabo con el 
modelo presentado. La ecuación empleada para el ajuste fue la [4.8] antes descrita. 
Es interesante apreciar la capacidad del modelo para ajustarse fielmente a los resultados 
experimentales. 
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
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Figura 4.3: a) Cociente de despolarización de la banda ν1 del β-caroteno presente en muestras de 
zanahoria en función del espesor de la muestra. Puntos: Valores experimentales. Línea sólida: mejor 
ajuste empleando [4.8]. b) Misma representación para la banda ν2. 
En la Tabla 4.3 se exponen los valores de los parámetros obtenidos tras el ajuste para 
los coeficientes indicados. 
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Tabla 4.3: Valores óptimos tras el ajuste del coeficiente de absorción y del coeficiente de dispersión 
empleando [4.8]. 
Muestra Banda 𝝁𝒂
||
 /mm
-1
 𝝁𝒔 /mm
-1
 
Rodajas de 
zanahoria 
1 0.20 ± 0.01 1.1 
2 0.45 ± 0.02 1.0 
 
4.3.3. Polarización a espesor fijo a 180° 
Variación del cociente de despolarización en pastillas de patrón a diferentes 
concentraciones 
Procediendo del igual modo y teniendo en cuenta los resultados presentados en el 
capítulo anterior de los cocientes de despolarización en muestras de patrones, se llevó a 
cabo el mismo tipo de ajuste para los puntos experimentales. En la Figura 4.4 se puede 
ver, por tanto, la dependencia de dichos valores con la concentración así como una línea 
sólida que representa el mejor ajuste obtenido empleando la ecuación [4.8]. 
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Figura 4.4: Cociente de despolarización de una pastilla de β-caroteno (KBr) de 0.2 mm de espesor en 
función de la concentración expresada en mg/mm
3
. La masa total de la pastilla fue de 50 mg. Puntos: 
Resultados experimentales. Línea sólida: Mejor ajuste empleando 
En principio el comportamiento es el que cabría esperar, es decir, similar al de las 
rodajas de zanahoria a espesor variable. 
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Variación del cociente de despolarización en rodajas de mango con el tiempo 
Tal y como se ha presentado en el Capítulo 3 para completar las medidas anteriores, 
también se llevaron a cabo análisis a espesor constante con rodajas de mango para 
estudiar la evolución del cociente de despolarización de la banda 1 con el tiempo una 
vez que las rodajas de mango habían sido cortadas.  
Los resultados obtenidos y su ajuste al modelo teórico desarrollado teniendo en cuenta 
la expresión [4.12] se presentan en la Figura 4.5 junto con los resultados asociados a la 
pérdida de masa en función del tiempo. Este efecto sobre la masa es consecuencia 
directa de (véase más adelante) la pérdida de agua y otras sustancias volátiles. 
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Figura 4.5: a) Cociente de despolarización de una muestra de mango de 0.7 mm de espesor en función 
del tiempo b) Evolución temporal de la masa de la misma rodaja de mango Rojo: ajuste a la función 
exponencial decadente [4.12]. 
Teniendo presente la figura, se puede visualizar una disminución en el cociente de 
despolarización hasta alcanzar un valor prácticamente constante en tiempos cercanos a 
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las 50 horas. El parámetro de ajuste obtenido mediante [4.12] tomó un valor de kГ = 
0.33h
-1
. 
Con la finalidad de comparar los resultados con los de variación del cociente de 
despolarización, se representó la pérdida de masa de la rodaja de mango en función del 
tiempo ajustándose los datos a una función exponencial decadente obteniendo un 
coeficiente cuyo valor fue kevap = 1.14h
-1
. 
A modo de resumen en la Tabla 4.4 se exponen y comparan los datos a espesor cero 
alcanzados a lo largo de estos experimentos gracias a los ajustes, con algunos valores 
bibliográficos presentados por otros investigadores
29
 en estudios similares. 
Tabla 4.4: Valores óptimos de los cocientes de despolarización obtenidos empleando [4.8] para el ajuste 
en distintas muestras y su comparación con los resultados observados en la bibliografía. 
Muestra Banda ρ Referencia 
Rodajas de 
zanahoria 
1 0.52 Referencia 29
 
2 0.58 Referencia 29
 
 
Disolución en 
acetonitrilo 
 
ν1 0.22 Referencia 29
 
Rodajas de 
zanahoria 
 
1 0.53 Presente trabajo 
2 0.54 Presente trabajo 
 
Estándar de β-
caroteno en KBr 
 
1 0.55 Presente trabajo 
Rodajas de 
Mango 
1 0.66 Presente trabajo 
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Comentarios e interpretación de los datos experimentales 
Como se ha dejado entrever, algunos grupos de investigación
29
 llevaron a cabo medidas 
de cocientes de despolarización del β-caroteno tanto en matrices de zanahorias como en 
disoluciones líquidas de acetonitrilo empleando una geometría a 90° y un láser de argón 
de 514 nm de longitud de onda. Lo primero que destaca, es la similitud existente entre 
los resultados de dicho estudio y los obtenidos en el presente trabajo, incluyendo los 
determinados para los patrones de β-caroteno en KBr a pesar del hecho de que en los de 
la referencia 29 se emplearon distintas geometrías experimentales, diversas longitudes 
de onda de láser y muestras de zanahoria con características diferentes a las empleadas 
para el estudio que se expone en esta Tesis Doctoral. 
Es muy significativa la diferencia encontrada por dichos autores si se compara el caso 
de los cocientes de despolarización hallados en matrices de zanahoria (0.5) con los 
obtenidos en las muestras disueltas en acetonitrilo (0.22). Este comportamiento fue 
racionalizado en base a la diferente naturaleza de las fases en las que se encontraban las 
muestras. Cuando éstas se presentan en disolución, las moléculas pueden rotar en el 
seno del disolvente; este hecho, dificultaría su alineamiento u orientación molecular y 
por lo tanto se puede describir como una muestra con moléculas distribuidas al azar. Sin 
embargo, en el caso del β-caroteno impregnado en la matriz biológica cabe esperar 
cierto alineamiento molecular. 
Si se tiene en cuenta el mayor valor de cocientes de despolarización a espesor cero en el 
trabajo que sirve de referencia
29
, éste se corresponde con el de las muestras de zanahoria 
(0.52), ya que el obtenido para las disoluciones en acetonitrilo es significativamente 
inferior (0.22). Este hecho, se puede explicar, tal y como se discute en el Apéndice I.b, 
teniendo en cuenta que la ecuación más comúnmente empleada
30
 para los cálculos de 
cocientes de despolarización (véase ecuación [A.4] del apéndice), no es válida en este 
caso, ya que generalmente, la orientación molecular de un sistema viene dada por su 
función de distribución de orientación N(θ) que a su vez está determinada por la 
expansión de los polinomios de Legendre y como consecuencia siempre que <P4> no 
sea nulo este coeficiente aumentará.  
De hecho, mientras que el espectro Raman de líquidos isotrópicos depende de <P2>, los 
pertenecientes a muestras ordenadas, como los que aquí se exponen, también poseen 
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una fuerte dependencia de <P4> además de la ya existente de <P2>. Dicha dependencia 
es la responsable de los mayores valores de ρ en este tipo de muestras.  
Por ello, tal y como cabe esperar, el cociente de despolarización a espesor distinto de 
cero (Г), aumenta si lo hace el grosor de la muestra. En el caso de las zanahorias estos 
cocientes varían desde 0.62 hasta 0.82 mientras que el espesor lo hace de 0.4 mm a 0.9 
mm. Adicionalmente, la configuración de transmisión de la técnica empleada garantiza 
de manera manifiesta que los fotones dispersados a bajos ángulos mantengan su estado 
de polarización inicial, mientras que los fotones dispersados a ángulos mayores, sufren 
diversos efectos que destruyen su estado de polarización inicial.  
Por lo tanto, se puede esperar que cuando el espesor óptico τ (τ = μs ּ x; siendo μs el 
coeficiente de dispersión y x el espesor físico de la muestra) aumente, la fracción de 
fotones que mantienen la polarización inicial se vaya reduciendo gradualmente hasta 
que quede completamente distribuida al azar de tal manera que en el límite, el cociente 
de despolarización será 1 y el grado de polarización P que viene dado por la expresión 
P = (1 − ρ) ⁄ (1 + ρ) tomará el valor de 0. Este hecho, además ya ha sido demostrado por 
estudios tanto teóricos como experimentales
31-33
. 
De esta manera, se manifiesta claramente la pérdida de la polarización inicial de la luz 
dispersada con el aumento del espesor, a pesar del alto valor de ρ asociado al cierto 
grado de alineamiento de la matriz sólida. 
Los resultados del ajuste presentados en la Tabla 4.3, se han obtenido tras emplear 
como valores de siembra para los coeficientes de absorción, los alcanzados por otros 
autores
25
 respecto a las longitudes de onda correspondientes a la excitación del láser de 
las líneas Raman Stokes. Los mejores resultados fueron (0.20 ± 0.01) mm
-1
 y (0.45 ± 
0.02) mm
-1
 para las bandas 1 y 2 respectivamente. 
A modo de comparación, se pueden tener en cuenta las investigaciones desarrolladas 
para el estudio de este mismo coeficiente en manzanas del tipo Golden Delicious
34
 en el 
intervalo espectral 500-1000 nm empleando la técnica de imagen hiperespectral resuelta 
espacialmente. En dicho estudio, se obtuvo un valor para el coeficiente de absorción de 
0.25 mm
-1
 a 500 nm, el cual fue asociado al hombro de absorción de los carotenoides 
presentes en este tipo de manzanas
34
. Como se puede apreciar, este valor es muy similar 
al obtenido en nuestro caso tras el ajuste del modelo que aquí se desarrolla.  
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Por otro lado, los valores de coeficientes de absorción obtenidos son consistentes con 
los esperados para la extinción molar del β-caroteno encontrados en la literatura25 a esas 
dos longitudes de onda, es decir a 578.99 nm y 567.24 nm asociados a las bandas 1 y 
2 respectivamente. Por tanto, al dividir las absortividades correspondientes a dichas 
bandas se obtiene un valor de 0.44, mientras que si se realiza el mismo cálculo en los 
coeficientes de absorción calculados se obtiene el mismo resultado. De hecho, tal y 
como se ha demostrado para espectroscopia Raman resonante del β-caroteno, la 
dependencia de la longitud de onda de la señal guarda una relación de proporcionalidad 
con el coeficiente de absorción molecular a la longitud de onda específica de 
excitación
35
. Por ello, no sorprende que los coeficientes Raman de absorción de las 
matrices de zanahoria mantengan la misma proporcionalidad que la del β-caroteno en 
vista de que dicho pigmento es el que predomina en el tejido vegetal. 
Teniendo en cuenta los valores de coeficientes de dispersión, según la búsqueda 
realizada, no se han encontrado medidas directas de dichos parámetros para las matrices 
que se están investigando en esta tesis. Sin embargo, existen otros estudios en los que sí 
se ha analizado la influencia de las propiedades ópticas de la señal del Raman resonante 
del β-caroteno mediante medidas realizadas con un modelo físico (phantom) y 
simulaciones con el método Monte Carlo
36, 37
. 
Estas simulaciones teóricas demostraron de manera concluyente que la señal Raman es 
aproximadamente proporcional a 1/μa para los coeficientes de absorción en el intervalo 
0.1 - 4 mm
-1
 mientras que la influencia de los coeficientes de dispersión se consideraron 
menos importantes.  
Específicamente, el espectro Raman medido para la banda centrada en 1524 cm
-1
 de las 
medidas phantom es el realizado para una disolución de β-caroteno con un coeficiente 
de absorción de μa = 0.2 mm
-1
 reproducido con ese mismo valor para las simulaciones 
Monte Carlo
36
 y empleando un valor para μs de 0.5 - 1.5 mm
-1
, es decir, un intervalo 
consistente con el valor obtenido en esta parte del trabajo de (1.1 ± 0.1) mm
-1
. 
En la Figura 4.5(a) se presentaban los valores experimentales obtenidos para la 
evolución del cociente de despolarización con respecto del tiempo Г (t) en rodajas de 
mango de 0.7 mm de espesor (puntos sólidos de la figura) junto a su ajuste empleando 
[4.12] (línea sólida roja). En dicha figura, se puede apreciar con claridad una 
descripción satisfactoria de la evolución temporal mediante una función exponencial 
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decadente característica de un proceso de primer orden de cuyo coeficiente de velocidad 
se puede extraer un tiempo de vida de 𝜏 = 1/0.33 ℎ−1 ≃ 3.00 ℎ. 
Si en este punto se asume que el coeficiente de atenuación general del mango es similar 
al de la zanahoria, mediante [4.10] se puede obtener un valor límite para ρ de 0.66, que 
es un poco mayor si se compara con el estimado para la zanahoria. 
En la parte b de la Figura 4.5 también se muestra la evolución de la pérdida de masa 
debida a la evaporación observándose una similitud cualitativa con la variación de 
cociente de despolarización antes presentado. Sin embargo, el decaimiento es mayor 
para este proceso ya que kevap = 1.14h
−1 en comparación con el antes citado kГ =
0.33h−1. 
La diferencia existente entre ambas constantes podría deberse no sólo a la evaporación 
de parte del agua y sustancias volátiles presentes en la muestra, sino que también 
pueden producirse diversos procesos de oxidación que destruyan parte del carotenoide 
presente en la matriz mientras dicho proceso de evaporación tiene lugar. 
4.4. Modelo teórico para las intensidades Raman 
Antes de profundizar en los resultados obtenidos, conviene recordar lo que se ha 
comentado en el capítulo anterior. En el caso de tomates, existen diversos estados para 
describir la etapa de maduración en la que se encuentran en función de su coloración 
denominados como: green, breaker, turning, pink, light red y red
38
. 
Intensidad Raman 
En esta sección, es necesario el desarrollo de un modelo teórico a partir de otro 
previamente desarrollado con el fin de extenderlo y estudiar de este modo el 
comportamiento post-cosecha de los tomates analizados
7
. 
El punto de partida en este caso será la expresión 1 de la referencia 7. Dicha expresión 
describe la señal Raman a una longitud de onda y espesor dados 𝐼𝑅(𝜆, 𝑥) mediante la 
siguiente ecuación diferencial 
dIR(λ, x) = P(x)NcσR(λ)dx     [4.13] 
Donde P(x) es la densidad de potencia del láser a la distancia x que viene dada por 
P(x) = P0e
−(μa+μs)x                 [4.14] 
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Siendo P0 la densidad de potencia del láser incidente y μa y μs los coeficientes de 
absorción y de dispersión de la muestra respectivamente. En [4.13] además Nc 
representa la concentración de partículas de carotenoide y σR(λ) hace referencia a la 
sección eficaz de dispersión Raman a una longitud de onda dada.  
Para muestras biológicas en general y para muestras de frutos en particular como las que 
aquí se estudian, el efecto de la dispersión predomina sobre el proceso de absorción, 
pudiéndose adoptar la siguiente aproximación
39
 
μa + μs ≃ μe       [4.15] 
Por lo tanto, para el desarrollo del presente modelo, uno de los parámetros clave será el 
coeficiente de dispersión efectivo μe junto a la sección de dispersión Raman. 
Introduciendo [4.14] y [4.15] en [4.13] se tiene para IR(λ, x) lo siguiente 
 dIR(λ, x) = P0e
−μe xNcσR(λ)dx            [4.16] 
Como en esta sección las medidas se han realizado en configuración de retrodispersión 
(backscattering), de ahora en adelante la intensidad de la señal será etiquetada como IB, 
siendo necesario evaluar la intensidad de señal Raman que también viaja de vuelta hacia 
el canal de detección una distancia x desde la superficie de la muestra. De esta manera, 
la intensidad de señal diferencial de retrodispersión dIB(λ, x) se atenúa por un factor 
adicional de e−μe x, es decir, dIB(λ, x) = dIR(λ, x)e
−μe x. Como consecuencia se obtiene 
la expresión presentada a continuación 
dIB(λ, x) = P0e
−2μe xNcσR(λ)dx            [4.17]  
En este punto la intensidad que ha sido etiquetada como IB se puede obtener mediante 
integración definida de [4.17] desde x = 0 hasta x = d, siendo d la profundidad de 
penetración del láser. Así, la ecuación obtenida tras los cálculos viene dada por 
IB(λ, d) = P0
σR(λ)Nc
2μe
[1 − e−2μed]     [4.18] 
Que puede ser reescrita de la siguiente manera 
IB(λ, d) = P0σR(λ)[F(μed)]Nc/μe            [4.19] 
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Siendo F(μed) = (
1
2
) [1 − e−2μe d] 
Recuérdese que [4.18] se ha obtenido para el caso en el que el detector está 
perfectamente colimado a 180°. 
Considerando los datos alcanzados por otros autores
40
, la evolución temporal de la 
concentración de carotenoides que tiene lugar durante la maduración de los tomates se 
puede aproximar a una cinética de primer orden mediante la siguiente expresión 
CP
k
→ C              [4.20] 
En la que CP y C representan la molécula de precursor del carotenoide y la de 
carotenoide generada en el proceso respectivamente, siendo k el coeficiente de 
velocidad. De acuerdo con lo mencionado, se puede escribir la ecuación diferencial en 
función de dicho coeficiente 
−
dNCP
dt
=
dNC
dt
= kNCP      [4.21] 
Donde NCP y NC representan la concentración de precursor y la concentración de 
carotenoide respectivamente. 
Mediante integración de [4.21] es posible obtener lo siguiente 
NCP(t) = NCP(0)e
−kt      [4.22] 
Si todo el precursor se convierte en carotenoide se tiene 
NC(t) = NCP(0) − NCP(t)      [4.23] 
Y sustituyendo [4.22] en [4.23] se alcanza por tanto 
𝑁𝐶(𝑡) = 𝑁𝐶𝑃(0)[1 − 𝑒
−𝑘𝑡] = 𝑁𝐶
∞[1 − 𝑒−𝑘𝑡]   [4.24] 
Donde se ha sustituido la concentración inicial de precursor, por la del valor asintótico 
de la concentración de carotenoide cuando t → ∞, es decir, NC
∞. 
En lo referente a las propiedades ópticas de determinados frutos, está descrito
41
 que el 
coeficiente de dispersión se encuentra asociado con la estructura celular, con la 
densidad de la fruta y con tamaño de partícula. Los autores mencionados, investigaron 
las propiedades de dispersión de los tomates en el intervalo 700-900 nm encontrando 
que los coeficientes de dispersión del citado fruto mostraban un comportamiento 
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bimodal durante la maduración. Específicamente, mientras que el coeficiente de 
dispersión disminuye en los estados iniciales de maduración, es decir, desde green hasta 
turning, desde el estado pink hasta el red se muestra una conducta opuesta ya que en 
dichas fases sufre un aumento. 
El comportamiento y evolución de los valores del coeficiente de dispersión se razonaron 
mediante una combinación de dos factores: el primero de ellos, tiene que ver con la 
despolimerización de las paredes celulares y la degradación de celulosa en los estados 
iniciales, que pueden favorecer a la disminución de dicho parámetro. Por el contrario, el 
segundo factor determinante en la variación tiene que ver con el incremento de la 
densidad de partículas originado por la producción de pequeñas fracciones de celulosa y 
pectinas solubles que pueden ser las responsables del crecimiento del mencionado 
coeficiente
41, 42
. 
Basándonos en estos datos, se ha asumido que la evolución dependiente del tiempo del 
coeficiente de dispersión efectivo podría describirse mediante la siguiente expresión 
μe(t) = μeexp (β (
t−tmin
tmin
)
2
)      [4.25] 
Donde μmin es el valor mínimo que alcanza el coeficiente de dispersión pudiendo 
expresarse según μs(t = tmin) = μmin. Además, considerando [4.25] se puede afirmar 
que el parámetro β viene dado por β = ln (μ0/μmin), en donde μ0 se corresponde con el 
valor inicial, y por lo tanto μe(t = 0). Consecuentemente, queda claro que un alto valor 
de β tendrá como principal implicación un gran cambio en el coeficiente de dispersión 
con el paso del tiempo. 
En cuanto a la estimación de la profundidad de penetración de la luz láser en la muestra, 
es decir, el valor de d, es importante comentar que se describe normalmente como la 
distancia a la que viaja la luz, hasta que su intensidad se reduce en un factor de 1/e y 
que habitualmente se estima como el valor recíproco del coeficiente efectivo de 
atenuación
43
 donde d(t) = 1/μe(t). Sin embargo, existen otras aproximaciones donde 
la profundidad de penetración viene definida por fracciones de reducción de la luz 
diferentes
39
, como por ejemplo, el 1% en el caso de que d venga dada (empleando la ley 
de Lambert-Beer) mediante la relación d(t) = 4.61/μe(t). En el modelo que aquí se 
desarrolla, se ha adoptado la aproximación que considera que μe(t)d(t) = z donde z es 
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una constante independiente del tiempo y como consecuencia de este hecho, la función 
F(μe, d) también lo será. 
Introduciendo [4.24] y [4.25] en [4.18] se alcanza la ecuación final para la señal Raman 
dependiente del tiempo que se muestra a continuación 
IB(λ, d) = A[1 − e
−ln2t/τ1/2]/exp (β (
t−tmin
tmin
)
2
)     [4.26] 
Donde A es un factor independiente del tiempo que viene dado por la siguiente 
expresión 
A = P0F(μed)σR(λ)NC
∞/μmin      [4.27] 
En [4.26], τ1/2 hace referencia al tiempo en el cuál la concentración de carotenoide ha 
aumentado hasta la mitad de su valor asintótico, es decir, NC(t = τ1/2) = NC
∞/2. 
Principalmente, la ecuación del modelo afirma que la evolución temporal de la señal 
Raman producida por los cambios dependientes del tiempo de un carotenoide dado se 
relaciona, por un lado con la concentración controlada por los parámetros Nc(t) y τ1/2 y 
por el otro con la variación que se produce en las propiedades ópticas del fruto, es decir, 
las modificaciones en el coeficiente de dispersión efectivo a lo largo de su vida post-
cosecha.  
Modelo teórico para los cocientes de despolarización 
En este punto, es muy interesante tener en cuenta la dependencia temporal del cociente 
de despolarización Raman para una banda dada. Como se ha demostrado con 
anterioridad existe una ecuación simple para este parámetro que ya ha sido descrita 
(véase [4.10]) que se puede reescribir de la siguiente manera 
Г = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)μed      [4.28] 
Donde si recordamos, ρ es el cociente de despolarización a espesor teórico 0, esto es, 
molecular. Si en este punto se inserta la relación antes mencionada de μed ≅ z en [4.28] 
queda reducida a Г = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)z.  
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Esta expresión describe el cociente de despolarización de forma independiente al tiempo 
ya que la configuración experimental no implica un espesor de muestra preseleccionado 
(fijo). De hecho, el sistema experimental con el que se han realizado estas medidas, ni 
se trata de una configuración de transmisión, ni de una configuración típica a 90° donde 
el láser atraviese la totalidad de la matriz del fruto ya que, en este caso tanto la 
excitación como la colección de la señal se llevan a cabo en la misma zona de la piel.  
4.5. Cálculos desarrollados aplicando el modelo 
Con la finalidad de ilustrar el sentido físico del modelo previamente descrito, la Figura 
4.6 muestra una serie de modelizaciones llevadas a cabo con las consiguientes 
variaciones de la intensidad de señal Raman en función del tiempo empleando [4.26] a 
diferentes tiempos de vida medios, τ1/2 y distintos valores del parámetro β. 
El resto de parámetros vienen dados por A=20 000, tmin= 50 h y τ1/2=25 h, que son, tal y 
como se explicará más adelante, valores típicos para este tipo de variables. 
En la parte (a) de la figura, llama la atención que un valor elevado del parámetro β, 
implica una mayor variación del coeficiente de dispersión, lo que conlleva una caída 
más rápida de la señal Raman en la región que viene inmediatamente después del citado 
máximo, que a partir de este momento pasará a denominarse PTMP por sus siglas en 
inglés (Post-Turning Maturation Period).  
Además, los resultados indican la aparición de un máximo absoluto, para todos los 
casos a excepción de aquel en el que el parámetro β toma el valor de 0. Por lo que se 
puede deducir que, a mayores valores de β menor será el PTMP y menor será la anchura 
a media altura FWHM, por sus siglas en inglés (Full Width Half Maximum) en la 
función Raman dependiente del tiempo. 
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Figura 4.6: Cálculos para el modelo presentado en función del tiempo. Se ha empleado [4.26] del texto: 
(a) Intensidad Raman, empleando diversos valores de β. Como se ha indicado el resto de valores de 
siembra han sido: A=20 000, τ1/2=25h y tmin=50h. (b) Intensidad Raman descrita por el modelo 
empleando diferentes valores de τ1/2 siendo los valores de siembra: A=20 000, β=0.5, y tmin 50h. 
En el caso límite donde β toma el valor de 0, se tendrá un tomate tipo, en el que lo único 
observable será el cambio de coloración debido al aumento de concentración de 
carotenoide, pero sin cambio alguno en la estructura celular, densidad de la fruta y/o 
tamaño de partícula. Un fruto inmaduro, independientemente de su coloración, que no 
sería adecuado para el consumo humano debido a su dureza y a su ausencia de sabor. 
Dicho de otra manera, cuando el parámetro β toma el valor de 0, se tiene un fruto que 
no experimenta ni degradación de tejidos post-cosecha ni por supuesto ablandamiento 
en la piel, siendo estas dos características fundamentales para la maduración. 
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Por otro lado, en la parte (b) de la misma figura se puede apreciar con claridad cómo en 
el caso en el que τ1/2 presenta un valor mínimo, la señal Raman aumenta 
considerablemente y el máximo aparece a tiempos menores. Los parámetros de siembra 
para el ajuste han sido A= 20 000, β=0.5 (con el fin de representar el caso intermedio) y 
tmin=50 h. Obsérvese, que cuanto menor es el tiempo τ1/2, es decir, cuanto más rápido se 
produce la síntesis de carotenoides, más intensidad alcanzan los picos Raman con un 
ligero desplazamiento tanto en el máximo como en el periodo de post-maduración hacia 
menores tiempos. 
4.6. Evolución de la intensidad de las bandas Raman durante la postcosecha de 
los frutos 
En el capítulo anterior se han presentado los resultados obtenidos para la variación de la 
señal Raman con el tiempo. En este punto, se ajustará el modelo a los resultados para 
obtener valores óptimos de los parámetros que se desean conocer.  
Una de los aspectos más característicos en los datos presentados fue que, a pesar de 
tratarse de muestras diferentes y de distintas variedades de tomates con intensidades 
iniciales muy diferentes, el patrón de comportamiento era muy similar. 
En la Figura 4.7 se muestran los valores experimentales ajustados al modelo teórico 
empleando [4.26]. Para construir esta figura, se han tomado los puntos experimentales 
presentados en la Figura 3.20 del capítulo anterior, desplazándose de manera que el 
punto a tiempo 0 se corresponda con el previo a la subida experimentada por la señal. 
Por otra parte, la distribución de los datos se ha ajustado a una línea base de tal manera 
que los puntos iniciales de cada tomate se corresponden con aquellos que tienen las 
coordenadas (0,0) con la finalidad de referir las cuentas al tiempo umbral en el que la 
señal Raman empieza aumentar, es decir t = tth. 
Como ya se comentó en el capítulo anterior con respecto al tiempo inicial, en la Figura 
3.20 se podía observar que después de aproximadamente 150 horas, todas las muestras 
de tomates cherry mostraban un aumento en concentración de carotenoides hasta un 
valor máximo. Este periodo de maduración, se identifica con la fase turning, ya descrita. 
Posteriormente, existe una etapa que se ha etiquetado como PTMP para diferenciarlo de 
la totalidad del proceso, que comprendería desde la etapa de inmadurez total green hasta 
la completa maduración red. 
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Figura 4.7: Intensidades de la banda ν1. El número de cuentas está referido al total de cuentas con 
respecto a t = tth siendo tth el tiempo en el que la señal Raman comienza a crecer. Granate: Rojo ovalado, 
Amarillo: Amarillo ovalado, Negro: Verde Ovalado, Azul: Naranja ovalado. Puntos sólidos: datos 
experimentales. Líneas continuas: ajuste realizado mediante [4.26].  
Una vez que ha comenzado el aumento de señal en el antes citado PTMP, se alcanza un 
máximo absoluto sobre las 75 horas con respecto al tiempo umbral, y con el 
consiguiente post-máximo que decae hasta las casi 200 horas aproximadamente, es 
decir, unos 8 días después del comienzo de la subida, alcanzando prácticamente el 
mismo nivel de señal observado a tiempo cero.  
Por todo lo expuesto, se tiene que la región PTMP queda definida como la anchura a 
media altura, FWHM, de la función de la intensidad Raman dependiente del tiempo. 
Los puntos experimentales tenidos en cuenta son los comprendidos entre el tiempo 
umbral tth y el tiempo final tf donde la señal Raman decae a los valores inicales. 
Análogamente, en la Figura 4.8 se muestra la distribución temporal de señales Raman 
para dos tomates Rambo con el consiguiente ajuste al modelo teórico desarrollado.  
Tal y como se puede deducir de la figura, la escala temporal ha sido ajustada de igual 
modo que se hizo en el caso de los tomates cherry, es decir, mediante el mismo 
procedimiento en lo que a las cuentas Raman respecta.  
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La tendencia general observada es la misma que la experimentada por los tomates tipo 
cherry, a excepción de los valores obtenidos para el parámetro que se ha denominado 
como factor de mejora del carotenoide, CEF por sus siglas en inglés (Carotenoid 
Enhancement Factor), definido como el cociente de la señal Raman en el máximo, con 
respecto a la señal al tiempo inicial (t = 0) y exceptuando también los valores de tth. 
Se puede constatar como, al igual que sucedía en otros tipos de tomates, el modelo es 
capaz de reproducir fielmente el comportamiento de los datos experimentales, ya que 
gráficamente se observa una buena coincidencia entre ambos a pesar de tratarse de dos 
muestras en estados de maduración iniciales diferentes.  
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Figura 4.8: Intensidades de la banda ν1 para dos tomates Rambo en distinto periodo inicial de 
maduración. (a) Tomate Rambo en la denominada fase green. (b) Tomate Rambo en la fase llamada 
breaker. El número de cuentas está referido al total de cuentas con respecto a t = tth. Puntos sólidos: 
datos experimentales. Línea roja: ajuste realizado mediante [4.26].  
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En la Tabla 4.5 se muestran las principales características experimentales que ayudan a 
describir el PTMP. Éstas son, el factor de mejora del carotenoide, CEF ya definido, el 
propio valor de PTMP y el tiempo transcurrido desde que la fruta fue comprada hasta el 
inicio del aumento de concentración de carotenoide, es decir tth. 
Tabla 4.5: Valores experimentales de CEF, tth y PTMP en distintos tipos de tomates. 
Tipo de Tomate CEF tth /h PTMP /h 
Rambo (Green) 1.6 170 ± 6 39 ± 5 
Rambo 
(Turning-
Breaker) 
3.8 59 ± 2 38 ± 5 
Cherry naranja 
ovalado 
1.9 144 ± 6 97 ± 10 
Cherry verde 
redondo 
2.5 144 ± 6 91 ± 10 
Cherry amarillo 
ovalado 
4.6 144 ± 6 112 ± 10 
Cherry rojo 
ovalado 
1.5 144 ± 6 90 ± 10 
 
Se puede observar en la tabla que, el tiempo tth es el mismo para todos los tomates 
cherry, lo que hace pensar que las primeras medidas han sido realizadas en el mismo 
estado inicial de maduración. Por el contrario, si se observa el tiempo tth en los tomates 
Rambo, se constata que el denominado como green presenta un mayor valor que el 
etiquetado como breaker tal y como se podía intuir.  
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Por otra parte, el mayor factor de mejora de carotenoide se obtiene en el tomate 
denominado amarillo ovalado, siendo el siguiente en importancia el correspondiente al 
tomate cuyo estado inicial de maduración era breaker. A pesar de lo expuesto, el orden 
de magnitud es similar para todos ellos. Por último, de los valores de PTMP que se 
corresponden con el FWHM, se pueden extraer conclusiones acerca del tiempo de 
maduración, observándose que para el caso de los tomates cherry, el proceso es más 
lento que en el caso de los tomates Rambo. 
El aumento de la señal Raman observado en todas las muestras justo después de la fase 
turning es consistente con las investigaciones de biosíntesis de carotenoides durante la 
maduración del tomate
44
 y con los estudios llevados a cabo por otros grupos
28
 que 
realizaron análisis de imagen Raman para detectar los cambios químicos asociados al 
licopeno durante su maduración. En los citados análisis quedaba descrito un rápido 
incremento (53 veces) del contenido de carotenoide con un significativo decrecimiento 
(10 veces) del contenido de xantofila durante el proceso. 
De igual manera, en el mismo estudio
28
 se reveló que el contenido en licopeno, en 
particular el correspondiente al pericarpio externo, únicamente manifestaba un ligero 
cambio de señal en los estados finales de la maduración en comparación con los 
observados en la fase green. Por lo tanto, se puede afirmar que los resultados obtenidos 
son consistentes y soportan el hecho de que el desarrollo de los carotenoides a lo largo 
de la maduración primero tiene lugar en el interior de los frutos para hacerse visibles 
posteriormente en el pericarpio externo (epicarpio). Del decaimiento de intensidades 
Raman pertenecientes al post-máximo y teniendo en cuenta el modelo presentado, se 
puede inferir que dicha bajada es debida a los cambios que tienen lugar en el coeficiente 
de dispersión y no como consecuencia de una disminución en el contenido de los 
carotenoides. 
En la Tabla 4.6 se presentan los resultados obtenidos tras el ajuste empleando la 
expresión [4.26] descrita en el modelo.  
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Tabla 4.6: Valores óptimos para los parámetros de ajuste empleando [4.26]. 
Tipo de Tomate 
A 
(Cuentas) 
τ1/2 /h β tmin /h 
Rambo 
(“Green”) 
4 500 22 1.3 58.1 
Rambo 
(“Turning-
Breaker”) 
186 270 28 1.6 37.5 
Cherry naranja 
ovalado 
306 374 22 0.6 58.5 
Cherry verde 
redondo 
196 329 22 0.6 56.4 
Cherry amarillo 
ovalado 
127 298 22 0.6 69.4 
Cherry rojo 
ovalado 
9 694 22 0.6 52.4 
 
El primer aspecto digno de mención, tiene que ver con el ajuste de los puntos 
experimentales, que puede considerarse bastante satisfactorio en lo referente a muestras 
de tomates cherry empleando los mismos valores de β y τ1/2; estos datos se 
corresponden con 0.6 y 22 h respectivamente. Asimismo, los resultados de tmin, también 
presentan valores muy similares ya que cambian según 52h < tmin < 69h. Curiosamente, 
la mayor diferencia encontrada, tiene que ver con los resultados del parámetro A cuyo 
intervalo varía desde 9 600 cuentas hasta 307 000 cuentas. 
En otras palabras, el análisis del modelo en lo que a los tomates cherry respecta, indica 
que la mayor variación entre los frutos no se relaciona, ni con el parámetro β, ni con el 
tiempo que indica la tasa de producción de carotenoide (τ1/2) que se corresponde con un 
valor de 22 h para todos ellos. De todo esto, se puede extraer la conclusión de que la 
diferencia principal radica en el parámetro A, es decir, que la mayor disparidad 
pertenece a la concentración inicial de carotenoide.  
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Si se lleva a cabo una comparación de los tomates cherry con los de tipo Rambo, es 
interesante reparar en que la mayor diferencia se relaciona con los resultados 
observados para el parámetro β. Mientras que en el caso de los tomates cherry dicho 
valor es de 0.6 para todos ellos, en los tomates Rambo es aproximadamente 2 ó 3 veces 
mayor. En este punto, puede destacarse un hecho interesante que tiene que ver con la 
relación existente entre β y el valor de PTMP mostrado en la Tabla 4.5. Mientras que en 
el caso de los tomates Rambo, el promedio del valor del FWHM es de 
aproximadamente 38.5 ± 5 h, en el caso de los tomates cherry el valor encontrado fue de 
97 ± 15 h. Dicho de otra manera, a pesar del diferente nivel de contenido de 
carotenoides, todos los tomates de tipo Rambo mostraron unos valores de PTMP (β) de 
más del doble que los correspondientes a los tomates cherry.  
En un estudio previo
45, 46
 en el que se describen mediante modelos cinéticos y 
espectroscopia en el infrarrojo cercano tanto las enzimas degradadoras de pectinas y la 
pérdida de firmeza en tomates almacenados, se demostró que el nivel de enzimas 
presente en el tomate gobierna significativamente los cambios observados en la firmeza 
del fruto. Además, estos autores encontraron que la actividad enzimática asociada a la 
pectin metil esterasa (PMS) disminuía exponencialmente, es decir, seguía un 
decaimiento simple de primer orden con respecto al tiempo durante el periodo de 
almacenamiento de los tomates.  
Debido a que la PMS juega un papel crucial en el proceso de reblandecimiento de los 
tejidos, es bastante probable que su actividad disminuya en el periodo de post-cosecha, 
produciendo como principal consecuencia el ablandamiento del fruto con el 
consiguiente aumento del coeficiente de dispersión, favoreciendo así el decaimiento 
posterior de la señal Raman, asociado al fenómeno de maduración. 
Desde este punto de vista y dentro del marco del estudio espectroscópico y cinético que 
aquí se presenta, se puede sugerir que los menores valores de β en el caso de los tomates 
cherry, podrían estar íntimamente ligados a una menor tasa de decaimiento de la PMS si 
se comparan con los obtenidos para los tomates Rambo.  
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Este hecho, debe ser el punto de partida para para un futuro trabajo que pueda 
correlacionar los datos químicos obtenidos mediante espectroscopia Raman no invasiva 
para aportar información complementaria acerca de la vida post cosecha para control de 
calidad. 
 
4.7. Evolución de los cocientes de despolarización durante la postcosecha de los 
frutos 
En el capítulo anterior se han presentado algunos espectros en los que se ha calculado la 
evolución temporal del cociente de despolarización de la señal Raman perteneciente al 
modo vibracional ν1 de los carotenoides presentes en muestras de tomates cherry rojo 
ovalado y Rambo en periodo de maduración inicial turning. 
En dichos espectros se podían observar con claridad algunas de las señales más 
significativas ya comentadas para este tipo de muestras. Lo primero que se debe resaltar 
es que, para estas medidas, tal y como se ha podido vislumbrar a lo largo del capítulo 
anterior, se ha empleado el sistema experimental descrito en el Capítulo 2 representado 
en la Figura 2.10 b donde cada valor dado se corresponde con el promedio de cinco 
medidas por punto, siendo el error la desviación estándar.  
En el capítulo anterior, únicamente se exponían los datos de los puntos o su dispersión 
con una línea que hacía más fácil la interpretación visual o las tablas de valores 
experimentales obtenidos, pero a continuación se expondrán esos mismos resultados 
ajustados a una línea recta, tanto para el caso de los tomates de tipo cherry, como para el 
análogo de los tomates Rambo.  
En la Figura 4.9 se pueden observar los puntos experimentales para el cociente de 
despolarización con el tiempo de las muestras de tomate cherry. 
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Figura 4.9: Evolución temporal de Г para un tomate Cherry. Puntos sólidos: valores experimentales. 
Línea roja: ajuste lineal. 
La línea continua representa el ajuste lineal que posee una ordenada en el origen de 0.86 
± 0.01 mientras que la pendiente toma un valor de (1.2 ± 0.8) x 10
-5
. Este último 
resultado, indica que la variación de cociente de despolarización con el tiempo es 
prácticamente despreciable y por lo tanto la dependencia del producto μed también lo 
es.  
En la Figura 4.10 se muestra el mismo tipo de representación que en el caso anterior, 
pero en esta ocasión para una muestra de tomate Rambo, donde se observa una conducta 
similar a la expuesta en el caso del cherry rojo ovalado antes presentada, en la que se 
manifiesta la independencia de Γ con respecto al tiempo.  
Por otra parte, el ajuste lineal descrito por la línea roja sólida presenta una ordenada en 
el origen de 0.88 ± 0.01 mientras que, en este caso, la pendiente toma valores 
despreciables de (9±1) x 10
-5
. 
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Figura 4.10: Evolución temporal de Г para un tomate Rambo. Puntos sólidos: valores experimentales. 
Línea roja: ajuste lineal. 
Teniendo en cuenta el resultado cercano a 0 de las pendientes de las funciones Г (t), se 
puede llevar a cabo la siguiente aproximación en referencia a los cocientes de 
despolarización independientes del tiempo 
0.86 = Г = ρ + 0.5ρ(1 − ρ)μed     [4.29] 
Así, siempre que se conozca el producto μed se puede obtener el valor de ρ o viceversa. 
En la Tabla 4.4 de este mismo capítulo, se determinó el valor de ρ midiendo los 
cocientes de despolarización de la banda ν1 del β-caroteno, de muestras de zanahoria y 
de mangos, obteniendo unos valores de 0.53 y 0.66 respectivamente. De esta manera, 
tomando el valor promedio de ambos (0.6) se puede obtener un producto de μed ≅ 2.2 
si se tiene en cuenta [4.29] para los tomates Rambo. Análogamente, para el caso de los 
tomates cherry el valor obtenido de ese mismo producto es μed ≅ 2.2. 
Los citados valores, sugieren que empleando esta aproximación, se puede definir mejor 
la profundidad de penetración de la luz, como aquella a la que la intensidad de la luz 
incidente se reduce un 10%. En otras palabras, para un láser de longitud de onda de 532 
nm como el empleado para estos experimentos, y adoptando la ley de Lambert-Beer se 
puede escribir la siguiente relación ln (1/10) = −μed, tal que, d = 2.3/μe, 
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conduciendo esto, a unos valores de penetración de unos pocos milímetros para un 
coeficiente de dispersión típico
39
 de 7 u 8cm
-1
. 
Es necesario destacar que en un futuro, se llevarán a cabo medidas Raman de cocientes 
de despolarización a espesores fijos (predeterminados). De esta manera y mediante el 
empleo de la técnica Raman Resonante de transmisión, que será la más conveniente 
para dichas investigaciones, posiblemente se podrá dar una idea de la utilidad del 
cociente de despolarización en el proceso de maduración. 
4.8. Evolución del cociente ν4/ν1 con el tiempo  
En el Capítulo 3, se presentaban los resultados obtenidos para el cociente ν4/ν1 en un 
tomate Rambo mediante la Tabla 3.14, donde se podía observar la tendencia al alza de 
los puntos experimentales.  
A continuación, en la Figura 4.11 se exponen los mismos valores, pero ajustados a una 
línea recta, donde el coeficiente de correlación lineal es 0.92, lo que hace pensar que 
existe una variación proporcional con el aumento de la señal correspondiente al modo ν4 
con respecto al ν1.ּ 
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Figura 4.11: Evolución del cociente 100 ּ ν4/ ν1 en función del tiempo en una muestra de tomate Rambo. 
Puntos sólidos: Puntos experimentales. Línea roja: Ajuste lineal. 
Tal y como se ha expuesto periódicamente a lo largo de la presente memoria, la banda 
ν4 está íntimamente ligada con las distorsiones moleculares fuera de la configuración 
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planar
13-15
. Además, el agua juega un papel crucial en la formación de dímeros 
favoreciendo la estabilidad de este tipo de compuestos
23
. Por lo tanto, no sorprende que 
con el paso del tiempo, mientras el proceso de maduración tiene lugar, las células se 
vayan degradando con la consiguiente liberación de agua, dicho enriquecimiento en 
agua de la matriz, no solo favorece el reblandecimiento de los tejidos, sino que también 
coopera con la interacción entre moléculas de carotenoides pudiendo formar estructuras 
más complejas que presentan distorsiones con respecto a la planaridad, aumentando 
significativamente el modo vibracional ν4 con respecto al ν1. Dicho lo cual, con las 
pertinentes calibraciones, este parámetro podría dar una idea general del estado de salud 
de los frutos y de en qué condiciones se encuentra la estructura interna con la 
consiguiente evaluación de los mismos, aunque este hecho deberá soportarse con 
futuros experimentos. 
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5. RESULTADOS EXPERIMENTALES II: Degradación térmica de 
carotenoides 
El trabajo que se expone a lo largo de los Capítulos 5 y 6, ha sido realizado en la 
facultad de Ciencias Químicas de la Universidad de Coímbra (Portugal), en la Unidade 
de Investigação e Desenvolvimento Química-Física Molecular de los Profesores Luís A. 
E. Batista de Carvalho y Maria Paula Marques mediante una estancia de investigación 
realizada en el año 2017. 
En el presente capítulo, se detallarán los resultados experimentales más relevantes 
obtenidos en los estudios de degradación térmica a distintas temperaturas, llevados a 
cabo tanto en patrones de β-caroteno, como en extractos de licopeno seguidos por 
espectroscopia Raman y Espectroscopia Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada 
(ATR-IR) mediante análisis a distintos tiempos de calentamiento. Adicionalmente, se 
presentarán los resultados alcanzados mediante cálculos computacionales aplicados a 
las moléculas simples de los carotenoides de interés y de los presumibles productos de 
degradación térmica del β-caroteno a través dos métodos diferentes, los ya expuestos en 
el Capítulo 2 mPW1PW91 y B97xD, ambos empleando la base de cálculo 6-31G*. 
5.1. β-Caroteno 
5.1.1. Espectroscopia Raman Resonante a 514.5 nm 
Para llevar a cabo las medidas de evolución temporal con la temperatura y tiempo de 
calentamiento mediante espectroscopia Raman, se empleó el sistema descrito en el 
apartado 2.6 del Capítulo 2 con una excitación de 514.5 nm correspondiente a la línea 
del Ar
+
 y un espectrómetro de triple monocromador Jobin-Yvon T64000 con una 
potencia en muestra menor o igual a 1 mW en todos los casos, promediando 10 
adquisiciones de 15 segundos cada una. 
En la Figura 5.1 se presenta la evolución temporal de los espectros Raman de β-
caroteno calentado a 115°C durante varios tiempos. En dicha figura, se aprecian dos 
partes bien diferenciadas; en la parte a) se muestra el espectro de patrón de β-caroteno a 
t = 8 h, donde se ve la curva de fluorescencia sobre la que destacan las señales Raman. 
Por otro lado, en la zona b) se exponen los espectros tomados a diferentes tiempos (t = 0 
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h, t = 4 h, t = 6 h y t = 8 h) en la zona de desplazamientos Raman de interés una vez 
aplicada la corrección de fluorescencia. 
Como se ha descrito con anterioridad, todos los espectros han sido adquiridos en 
condiciones de resonancia a pesar de haber cambiado la longitud de onda de excitación. 
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Figura 5.1: (a) Espectro Raman Resonante a 514.5 nm de longitud de onda de β-caroteno obtenido tras 8 
horas de calentamiento (b) Espectros Raman resonantes de la zona de interés punteada en (a) tras la 
corrección de la línea base. Los espectros han sido desplazados unos respecto de otros por claridad. A 
temperatura ambiente: Negro: t = 0 h. y tras varios tiempos de calentamiento a 115°C: Rojo: t = 4 h, 
Azul: t = 6 h y Verde: t = 8 h.  
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En la figura, destacan los modos resonantes más significativos tal y como viene 
exponiéndose repetidamente a lo largo de la memoria. De la figura además, se puede 
desprender a simple vista que existen pocas diferencias tras el tratamiento térmico en 
cuanto a variación de intensidad de las señales se refiere. 
Sin embargo, a pesar de cambiar las condiciones experimentales, se puede afirmar que 
las señales son similares a las presentadas en condiciones de transmisión para el caso 
del β-caroteno cuando se empleaba un láser de 532 nm de longitud de onda y como 
consecuencia sus asignaciones, presentadas en la Tabla 5.1 son las mismas. 
Tabla 5.1: Asignación de modos vibracionales en espectroscopia Raman con excitación de 514.5nm en 
una muestra patrón de β-caroteno. 
Desplazamiento Raman e Intensidad 
/cm
-1
 
Asignación Vibracional 
1008 w ρip (CH3) ν3 
1157 s ν2 (C-C) ν2 
1516 s ν1 (C=C) ν1 
Vibraciones: ν, tensión; ρ, balanceo; intensidades: s, fuerte; w, débil; contribuciones: ip, en el plano. 
5.1.2. Estudio de la Degradación Térmica de β-caroteno Mediante Espectroscopia 
Infrarroja con Reflectancia Total Atenuada (ATR-IR) 
Debido a las escasas variaciones que presentan los espectros Raman como consecuencia 
de la degradación térmica, se optó por hacer un seguimiento mediante espectroscopia 
infrarroja con reflectancia total atenuada (ATR-IR) ya que esta técnica permite analizar 
la muestra sin necesidad de realizar un tratamiento adicional que pueda modificarla. 
Para ello, se efectuaron medidas de las muestras a distintos tiempos de permanencia en 
el horno y repitiendo el proceso a distintas temperaturas, con el objetivo de localizar 
alguna variación característica asociada al proceso de descomposición y pudiendo 
evaluar así la cinética de degradación.  
En la Figura 5.2 se presenta un espectro IR de un patrón de β-caroteno a tiempo 0, antes 
de someterlo a cualquier tipo de calentamiento con los correspondientes 
desplazamientos de las vibracionales más relevantes.  
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Es muy interesante hacer un comentario sobre la complementariedad existente entre la 
técnica Raman, y la IR, ya que el todo trans-β-caroteno se puede aproximar a una 
molécula con centro de inversión del grupo C2h y por ello debe cumplir el principio de 
exclusión mutua de ambas espectroscopias donde según la bibliografía
1, 2
 se clasifican 
las especies activas en Raman como ag y las activas en IR como au.  
Como se puede apreciar en la figura, llama la atención un pico muy prominente y agudo 
que se encuentra en torno a 966 cm
-1
 dominando el espectro. Asimismo, aparecen otras 
señales muy características, todas ellas consistentes con otros estudios llevados a cabo 
por otros investigadores
1, 3
. 
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Figura 5.2: Espectro IR de patrón de β-caroteno con sus asignaciones correspondientes a t = 0 h. 
Para realizar las asignaciones espectrales se han tenido en cuenta las presentadas por 
otros grupos de investigación en muestras similares
1-5
. 
En la Tabla 5.2 se exponen las asignaciones de los modos vibracionales más 
significativos presentes en este tipo de muestras encontrados mediante espectroscopia 
infrarroja por reflectancia total atenuada (ATR-IR). Nótese, cómo algunos de ellos han 
sido asignados al mismo modo vibracional (tensión C-H). Esto sucede, porque al 
tratarse de una molécula relativamente grande extendida linealmente, los enlaces que 
vibran son los mismos aunque en diferentes zonas de la cadena hidrocarbonada.  
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Todos los espectros de infrarrojo que se van a mostrar, han sido adquiridos a las 
temperaturas y tiempos de horno que se muestran en los pies de figura. Adicionalmente, 
el sistema experimental cuenta con un flujo continuo de nitrógeno que evita la aparición 
de las bandas características del dióxido de carbono, tal y como se mencionó en el 
Capítulo 2. Finalmente, y a modo recordatorio, se puede señalar que dichos espectros 
han sido tratados con una línea base para aumentar la claridad de los mismos. Para 
todos ellos se realizaron 128 acumulaciones en las condiciones citadas en el Capítulo 2. 
Tabla 5.2: Identificación de los modos vibracionales más significativos en espectroscopia infrarroja de 
una muestra patrón de β-caroteno a t = 0. 
Número de ondas e Intensidad 
/cm
-1
 
Asignación 
950 w 
966 s 
ωop (C=C-H) 
1172 w ν (C-C) 
1367 m δsym (CH3) 
1455 m δ(CH2) 
1559 w 
1621 w 
ν (C=C) 
1673 w 
1724 m 
ν (C=C-C) 
2821 s 
2860 s 
2949 s 
3027 s 
ν (C-H) 
Vibraciones: ν, tensión; δ, tijereteo. ω, flexión. Intensidades: s, fuerte; m, media; w, débil; contribución: 
op, fuera del plano; simetría: sym, simétrico. 
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Tal y como se aprecia en el espectro, alrededor de los 3000 cm
-1
 se encuentran las 
señales correspondientes a las tensiones de enlace de los grupos C-H
4
. Por otro lado, se 
pueden advertir los picos correspondientes a los C=C conjugados en el esqueleto 
molecular del β-caroteno, así como los C=C y pertenecientes a los anillos laterales; los 
números de ondas más bajos se corresponden con los dobles enlaces conjugados, siendo 
las señales de mayores números de ondas las relativas a los dobles enlaces presentes en 
los anillos laterales.  
En la región de 1367 cm
-1
, destaca una banda de intensidad moderada asignada al 
tijereteo de los grupos metilo, y a 1455 cm
-1
 se puede observar la misma vibración 
molecular, pero en este caso asociada a los grupos metileno
5
. 
Todos los isómeros del β-caroteno, especialmente los cis cuando se detectan por 
espectroscopia IR, presentan dos señales muy características en torno a 1680 y 1720 cm
-
1
 que puede ser achacada a las tensiones C=C-C. Además, la relación de los picos 
encontrados a 950 y 966 cm
-1
 asociados al 15-cis β-caroteno es mucho más cercana a 1 
que en el caso del todo trans
3
, por lo que, en este caso, a pesar de contar en la mayoría 
de la composición en disposición todo trans-β-caroteno, existe una cierta cantidad de 
reactivo que ha sufrido un proceso de isomerización. En comparación con las 
referencias citadas, en nuestro caso la contribución de las moléculas en disposición cis a 
la señal es muy débil, por lo que como se ha comentado, únicamente una pequeña parte 
de la muestra se encuentra en este estado
3, 6
. 
Las bandas Raman e infrarrojas encontradas en la región correspondiente a los números 
de ondas 800-1000 cm
-1
 provienen tanto de los movimientos de aleteo fuera del plano 
de los grupos C-H, como de las tensiones C-CH3. Las señales encontradas en infrarrojo 
cercanas a 966 (muy intensa) y 950 cm
-1
 (intensa) también están asignadas a las 
vibraciones de aleteo fuera del plano de los C-H de las especies au. Tal y como se ha 
demostrado por modelización molecular, para algunos de estos modos se espera que 
exista una mayor intensidad en infrarrojo que para otros
1
. 
Por el contrario, para el mismo modo vibracional, que se encuentra en espectroscopia 
Raman en torno a 965 cm
-1 
y a 955 cm
-1
 puede asignarse a los movimientos de aleteo C-
H fuera del plano de las especies ag. En estos modos, los dos átomos de hidrógeno que 
se encuentran entre los carbonos metilados, se mueven en la misma dirección sobre los 
enlaces C=C, y de acuerdo con las intensidades Raman intrínsecas, dichos modos deben 
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ser muy débiles
1
. Este hecho se encuentra en consonancia con los valores despreciables 
obtenidos en la Figura 5.1. 
Finalmente, y a modo aclaratorio, se destaca de nuevo la señal más intensa presente en 
el espectro infrarrojo centrada en 966 cm
-1
, predominantemente asignada a la ya citada 
deformación fuera del plano de los enlaces C-H con respecto a la cadena del polieno, 
con menores contribuciones de los anillos de β-ionona. Esta vibración en fase tiene una 
fuerte contribución de átomos de hidrógeno (C=C-H) y grupos metilo (C-C-Me) dando 
lugar a un valor considerable del momento de transición perpendicular al plano 
molecular y originando señales de gran intensidad en el espectro IR
2
. 
Según los estudios desarrollados por otros investigadores
1
, en los que se llevaron a cabo 
modelizaciones del esqueleto central del β-caroteno, y como se ha comentado en 
capítulos anteriores se llegó a la conclusión de que, en el caso de la espectroscopia 
Raman, esta banda aparecía únicamente cuando existen distorsiones de la configuración 
plana y por lo tanto con leves cambios en la simetría de la molécula alejándose de su 
geometría ideal C2h por lo que, en ningún caso se incumple la regla de exclusión mutua 
en ambas espectroscopias. 
A continuación, y de manera progresiva se presentará la superposición de espectros 
obtenidos para cada temperatura, indicándose el tiempo de permanencia en el horno 
(tiempo de calentamiento) con la consiguiente variación de las señales obtenidas.  
Temperatura 90°C 
En la Figura 5.3 se presentan los espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno 
con tratamiento térmico a 90°C a diversos tiempos.  
La figura se encuentra dividida en dos partes, en la parte superior se exponen los 
espectros completos adquiridos a cada tiempo, mientras que en la parte inferior se puede 
observar cómo varía la banda centrada en 966 cm
-1
. 
En la zona objeto de análisis, 955-990 cm
-1
, se puede percibir cómo el modo vibracional 
más intenso antes citado, va disminuyendo en magnitud con el paso del tiempo. Este 
hecho, se mantendrá para todas las temperaturas, aunque con diferente tasa y es el que 
servirá para estudiar los procesos cinéticos. Además, se puede verificar cómo en la zona 
de 1719 cm
-1
, existe un aumento progresivo en la intensidad que a tiempos finales acaba 
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dominando los espectros. Esta banda fue asignada al grupo carbonilo ya que su máximo 
se encuentra desplazado hacia menores números de ondas en comparación con la que 
fue asignada a tiempo cero a 1724 cm
-1
, hecho que se mantendrá para todos los 
experimentos.  
En la Tabla 5.3 se presentan las áreas calculadas para el pico localizado a 966 cm
-1
. 
Como consecuencia directa de la disminución de la intensidad también se reduce su área 
tal y como cabía esperar ya que ésta está directamente relacionada con la absorbancia, a 
medida que varía el tiempo de permanencia en el horno.  
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Figura 5.3: Espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno a temperatura ambiente rojo: t = 0 h y 
tratada térmicamente a 90°C a distintos tiempos. Gris: t = 2 h; morado: t = 3 h; azul: t = 4 h; verde: t = 
6 h y negro: t = 8 h. Por claridad, los espectros se encuentran desplazados unos con respecto de otros 
0.04 unidades en la parte superior, en la inferior forman parte de la misma línea base. 
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Al tratarse de una temperatura moderada, aún después de 8 horas de calentamiento, la 
muestra continúa teniendo cierta estructura apreciable a simple vista, a diferencia de lo 
que sucederá en otros espectros que se expondrán más adelante. 
Tal y como se observa tanto en la parte inferior de la figura como en la Tabla 5.3 donde 
se presentan los valores de las áreas, este parámetro disminuye progresivamente 
mientras aumenta el tiempo de exposición en el horno, por lo que, la estructura de la 
molécula inicial va desapareciendo con el tratamiento térmico, mientras la señal 
asignada al grupo carbonilo (1719 cm
-1
) aumenta ostensiblemente hasta dominar los 
espectros a largos tiempos. 
Como se trata de una vibración en fase, si la cadena sufre variaciones, la magnitud del 
movimiento va disminuyendo progresivamente, bien por sustitución de nuevos grupos 
funcionales (carbonilo) o bien por el mero hecho de que la cadena se rompe en alguna 
de sus partes acortando su longitud. 
Tabla 5.3: Área del pico asignado como ωop (C=C-H) a temperatura ambiente t = 0 h y tratado 
térmicamente a 90°C a diferentes tiempos para una muestra patrón de β-caroteno. 
Tiempo en el horno /h Área pico 966 cm
-1
 /(cm
-1
) 
0 1.47 ± 0.06 
2 0.99 ± 0.04 
3 0.83 ± 0.03 
4 0.76 ± 0.03 
6 0.59 ± 0.02 
8 0.49 ± 0.02 
 
Temperatura 100°C 
En la Figura 5.4 se aprecian los espectros de infrarrojo de una muestra de patrón de β-
caroteno con tratamiento térmico a 100°C a diversos tiempos. 
Capítulo 5 
180 
 
Al igual que la anterior, y tal como sucederá en las siguientes, la figura se encuentra 
dividida en dos zonas, mostrándose todos los espectros a distintos tiempos en la parte 
superior y la zona de interés en la inferior. 
Asimismo, se puede apreciar una variación significativa de las señales con el paso del 
tiempo como consecuencia directa del tratamiento térmico que sufre la muestra en el 
horno, lo que provoca la creación de nuevos productos cuyas señales en el infrarrojo son 
diferentes a las de la muestra sin tratar. 
. 
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Figura 5.4: Espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno a temperatura ambiente rojo: t = 0 h y 
tratada térmicamente a 100°C a distintos tiempos. Azul: t = 4 h; verde: t = 6 h y negro: t = 8 h. Por 
claridad los espectros se encuentran desplazados unos con respecto de otros 0.04 unidades en la parte 
superior, en la inferior forman parte de la misma línea base. 
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A medida que aumenta el tiempo de tratamiento en el horno, los cambios van siendo 
más significativos, de modo que comparando el espectro adquirido a tiempo 0 con el 
obtenido a tiempo 8 horas se observan las mayores diferencias. Las más notables 
radican en la señal centrada en 966 cm
-1
 (ampliada en la parte inferior) que va 
disminuyendo con el tiempo, así como la localizada en torno a 1700 cm
-1
 que aumenta 
progresivamente con el tiempo. 
La disminución antes citada del pico centrado a 966 cm
-1
 hace que su área vaya 
reduciéndose a la par que la intensidad a medida que el calentamiento tiene lugar, 
aunque esta disminución es más abrupta si se compara con la observada a 90°C ya que 
existe una dependencia del proceso con la temperatura.  
Al igual que se expuso para 90°C, en la Tabla 5.4 se presentan las áreas calculadas para 
el pico localizado a 966 cm
-1
 donde se puede apreciar su variación a una temperatura de 
100°C. 
El área a tiempo 0, toma un valor de 1.47 cm
-1
 y es igual para todas las muestras, ya que 
el carotenoide se encuentra en el mismo estado inicial en todos los experimentos. 
Tabla 5.4: Área del pico que ha sido asignado como ωop (C=C-H) a temperatura ambiente tratado 
térmicamente a 100°C a diferentes tiempos para una muestra patrón de β-caroteno. 
Tiempo en el horno /h Área pico 966 cm
-1
 /(cm
-1
) 
0 1.47 ± 0.06 
4 0.65 ± 0.06 
6 0.46 ± 0.04 
8 0.37 ± 0.02 
 
Si se comparan las áreas obtenidas a tiempo similares con las de la temperatura anterior, 
se puede advertir cómo, en este caso son menores, este hecho, confirma que el proceso 
se está desarrollando con una velocidad diferente y que por lo tanto depende de la 
temperatura para llevarse a cabo con una tasa u otra. 
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Temperatura 115°C 
En la Figura 5.5 se presentan los espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno 
con tratamiento térmico a 115°C a diversos tiempos. Esta temperatura tiene un valor 
intermedio entre la máxima y la mínima a las que se ha desarrollado el estudio, por lo 
que puede considerarse representativa de la descomposición térmica. 
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Figura 5.5: Espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno a temperatura ambiente rojo: t=0 y 
varios tiempos tratada térmicamente a 115°C a distintos tiempos. Rosa: t = 1 h; gris: t = 2 h; azul: t = 4 h 
y verde: t = 6 h. Por claridad, los espectros se encuentran desplazados unos con respecto de otros 0.04 
unidades en la parte superior, en la inferior forman parte de la misma línea base. 
El comportamiento apreciado es análogo a los descritos hasta el momento, pudiendo 
observarse claramente la disminución de la señal a 966 cm
-1
. Merece la pena mencionar 
cómo, en este caso, donde la temperatura es más alta que las anteriores, una vez 
transcurridas 6 horas de tratamiento, la señal objeto de estudio ya ha disminuido 
Resultados experimentales II: Degradación térmica de carotenoides 
 
183 
 
considerablemente, por ello, no tiene sentido continuar realizando análisis más allá de 
este tiempo.  
En la zona del carbonilo, también se puede observar un aumento progresivo de señal. La 
muestra que ha permanecido en el horno durante más tiempo, es decir, la que se 
corresponde con 6 horas, es la que presenta una mayor intensidad en los números de 
ondas cercanos a 1700 cm
-1
 llegando a dominar el espectro. 
En la Tabla 5.5 se presentan las áreas calculadas para el pico centrado en 966 cm
-1
 y su 
variación a una temperatura de 115°C. Como se puede advertir, la disminución de áreas 
es más abrupta en comparación con los casos anteriores debido al diferente tratamiento 
térmico que se le ha aplicado a la muestra. 
Tabla 5.5: Área del pico que ha sido asignado como ωop (C=C-H) a temperatura ambiente t = 0 h y 
tratado térmicamente a 115°C a diferentes tiempos para una muestra patrón de β-caroteno. 
Tiempo en el horno /h Área pico 966 cm
-1
 /(cm
-1
) 
0 1.47 ± 0.06 
1 1.19 ± 0.09 
2 0.85 ± 0.08 
4 0.39 ± 0.04 
6 0.22 ± 0.02 
De la misma manera que en el caso anterior, y por el efecto ya comentado, el área a 6 
horas de calentamiento en la zona de 966 cm
-1
 es menor que las obtenidas a 90°C y 
115°C. Por lo que, como cabía esperar, se confirma que el proceso transcurre con 
diferente tasa según la temperatura de tratamiento de muestra. 
Temperatura 130°C 
Finalmente, se estudió el comportamiento térmico a una temperatura de 130°C cuyos 
espectros se muestran a continuación a diferentes tiempos de calentamiento en la Figura 
5.6. 
En este caso, la disminución significativa se produce a un tiempo de 3 horas, es decir, 
debido a que nos encontramos ante la temperatura máxima del estudio, la reacción se 
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produce con una mayor velocidad, y como consecuencia a las 3 horas el pico objeto de 
estudio tiene una contribución prácticamente despreciable en el espectro. Al igual que 
sucedía en casos anteriores, a partir de este tiempo, no tiene sentido continuar con el 
proceso de medida. 
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Figura 5.6: Espectros de infrarrojo de una muestra de β-caroteno a temperatura ambiente rojo: t = 0 h y 
tratada térmicamente a 130°C a distintos tiempos. Rosa: t = 1 h; gris: t = 2 h y morado: t = 3 h. Por 
claridad, los espectros se encuentran desplazados unos con respecto de otros 0.04 unidades en la parte 
superior, en la inferior forman parte de la misma línea base. 
Por otro lado, y como viene siendo habitual, en la zona del carbonilo la señal aumenta 
de un modo muy abrupto, y ya a las 3 horas, la intensidad producida por dicho grupo 
funcional en el espectro, es considerablemente mayor que la encontrada al tiempo 
inicial, cuando la muestra no ha sido introducida en el horno. 
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En la Tabla 5.6 se enseñan las áreas calculadas para el pico centrado en 966 cm
-1
 y su 
variación a una temperatura de 130°C. 
Tabla 5. 6: Área del pico que ha sido asignado como ωop (C=C-H) a temperatura ambiente t = 0 y 
tratado térmicamente a 130°C a diferentes tiempos para una muestra patrón de β-caroteno. 
Tiempo en el horno /h Área pico 966 cm
-1
 /(cm
-1
) 
0 1.47 ± 0.06 
1 0.77 ± 0.07  
2 0.41 ± 0.04 
3 0.18 ± 0.02 
 
Observando los valores es fácil darse cuenta de lo rápido que se produce la pérdida de 
intensidad en la banda centrada en 966 cm
-1
 con la consiguiente descomposición del 
reactivo, al menos cualitativamente. 
5.1.3. Actividad Antioxidante β-caroteno y su evolución temporal 
Tal y como se comentó en la sección 2.10 del Capítulo 2 se ha evaluado la capacidad 
antioxidante del β-caroteno antes y durante su descomposición mediante el método 
establecido por otro grupo de investigación
7
. En este tipo de experimentos, lo que se 
observa es una disminución en la absorbancia medida por espectroscopia UV-Vis a 517 
nm asociada al 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) ya que el antioxidante lo inhibe con 
el paso del tiempo. Por lo que, el parámetro a evaluar es la cantidad de radical 
neutralizado por el polieno a una determinada concentración. Posteriormente se analiza 
el porcentaje de inhibición obteniéndose el valor de IC50 por sus siglas en inglés 
(Inhibitory Concentration) que es la concentración a la cual el antioxidante ha logrado 
inhibir al 50% la concentración inicial de DPPH en un tiempo de 30 minutos.  
En la Figura 5.7 se presentan los resultados alcanzados para los patrones de β-caroteno 
antes y después de ser calentados a 115°C, que como ya se ha descrito simboliza la 
temperatura intermedia entre la máxima y la mínima analizadas en este estudio, lo que 
permite que se emplee como representativa del proceso. En el caso del patrón que no ha 
sufrido calentamiento se ha obtenido una concentración IC50 = 0.083 mg/L.  
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Figura 5.7: Disminución de poder antioxidante con el tiempo. Negro: t = 0 h; Azul: t = 4 h; Rojo: t= 8 h. 
Si la concentración obtenida se transforma a unidades de % masa (g)/volumen (mL) se 
obtendría un valor de 0.0083 %, que es consistente con los resultados obtenidos por 
otros investigadores mediante un método similar para muestras de β-caroteno cristalino 
aislado de aceite de palma, donde alcanzaron valores de 0.01 % en este tipo de 
polienos
8
. 
Como se puede ver claramente en la gráfica, a concentraciones similares, las muestras 
que han sufrido tratamiento térmico no son capaces de inhibir al DPPH como lo hacía el 
patrón sin calentar. En los casos del producto descompuesto, ha sido imposible evaluar 
el parámetro IC50 necesitando concentraciones mucho más elevadas para poder alcanzar 
la inhibición del 50% de radical. Este hecho podría ser por tanto, consecuencia directa 
de la descomposición.  
A modo de conclusión, cabe destacar la relación existente entre la capacidad 
antioxidante y el proceso de descomposición, ya que si se comparan los patrones al 
tiempo inicial con aquellos que han sufrido calentamiento durante 4 y 8 h ésta 
disminuye considerablemente.  
Estos resultados están en consonancia con los alcanzados por otros autores
9
 donde se 
dedujo que, a diferencia de los productos de degradación del licopeno, los del β-
caroteno presentan un efecto prooxidante en vez de antioxidante. 
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5.2. Licopeno 
En lo referente a extractos de licopeno obtenidos a partir de muestras tomates, se han 
realizado estudios similares a los desarrollados con el β-caroteno a través de 
espectroscopia Raman e infrarroja. Dichos extractos fueron obtenidos tal y como se 
explica en la Sección 2.1.3 del Capítulo 2. El tratamiento térmico llevado a cabo fue a 
115°C, que como ya se ha afirmado puede tomarse como una temperatura 
representativa.  
5.2.1. Espectroscopia Raman Resonante de Licopeno a 514.5 nm 
En primer lugar, y de igual manera que en el caso del β-caroteno, las muestras fueron 
caracterizadas mediante espectroscopia Raman. En la Figura 5.8 se presentan los 
resultados espectroscópicos logrados para este tipo de muestras.  
En la parte superior (a) se puede advertir un espectro adquirido tras 8 horas de 
calentamiento a 115°C al que aún no se le ha aplicado la corrección de fluorescencia. 
Por otro lado, en la parte (b) de la figura se muestran los espectros tras el tratamiento 
térmico a la temperatura indicada a distintos tiempos.  
En los extractos, al igual que sucedía en las muestras de tomate expuestas en el Capítulo 
3, aparecen las 4 señales características mostradas hasta el momento en la mayoría de 
espectros, lo que hace pensar que en estas muestras existe una cantidad significativa de 
carotenoides.  
Igual que sucedía con el caso del β-caroteno, no hay diferencias reseñables en los 
espectros adquiridos de licopeno en función del tiempo de calentamiento salvo la 
progresiva desaparición del modo vibracional ν4, vibración que no se observaba en los 
patrones del otro polieno estudiado por Raman, aunque para una mayor claridad más 
adelante se expondrán los resultados alcanzados mediante espectroscopia IR.  
Los espectros se han desplazado en número de cuentas, es decir, se le ha sumado una 
pequeña cantidad a cada uno en el eje de ordenadas para una mayor claridad en la 
exposición. Por otro lado, a la zona de interés se le ha aplicado la corrección de 
fluorescencia que se viene empleando hasta este momento además de una ampliación en 
la zona de número de ondas de interés procediendo de igual manera que con el β-
caroteno.  
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Figura 5.8: (a) Espectro Raman Resonante a 514.5 nm de longitud de onda de excitación de un extracto 
de licopeno obtenido tras 8 horas de calentamiento a 115°C. (b) Espectros Raman resonantes de la zona 
de interés marcada en la zona punteada de (a) tras la corrección de la línea base. Se han desplazado unos 
respecto de otros por claridad. A temperatura ambiente: Negro: t = 0 h. y tras varios tiempos de 
calentamiento: Morado: t = 2 h. Rojo: t = 4 h, Azul: t = 6 h y Verde: t = 8 h. Cada espectro es el 
promedio de 10 adquisiciones de 15 segundos cada una. 
En la Tabla 5.7, como viene siendo habitual, se presentan las asignaciones más 
características de los modos vibracionales presentes en este tipo de muestras. Algunos 
de ellos son los mismos que se presentaron a lo largo del Capítulo 3 aunque, se exponen 
algunas vibraciones adicionales que serán comentadas en profundidad más adelante. 
Éstas últimas, únicamente se pueden observar tras ampliar el espectro pero presentan 
una gran importancia, ya que se analizarán detenidamente con el fin de aclarar la 
composición mayoritaria del extracto.  
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Tabla 5.7: Asignaciones más significativas del extracto de licopeno en espectroscopia Raman con una 
excitación de 514.5 nm. 
Desplazamiento Raman e 
Intensidad / cm
-1 
Asignación Vibracional 
959 w ωop (C=C-H ) ν4  
1005 m ν3(C-CH3) ν3  
1157 s ν2 (C-C) ν2  
1198 w ν (C-C) 
1270 w ρ (C-H) 
1280 w τ (metilenos terminales)10 
1516 s ν1 (C=C) ν1 
Vibraciones: ν tensión; ω: flexión, ρ: balanceo, τ, torsión; intensidades: s, fuerte; w, débil; 
contribuciones: op, fuera del plano. 
 
En lo referente a la caracterización, y como ya se ha mencionado es necesario hacer 
énfasis en la zona ampliada que se presenta en la Figura 5.9 perteneciente a la región 
espectral 1250-1300 cm
-1
 no observable a simple vista. En dicha figura, a la que, para 
una mayor claridad se le ha aplicado un suavizado, se pueden ver dos espectros 
superpuestos, uno de β-caroteno y otro de licopeno a t = 0 h con el objetivo de que sean 
comparables. 
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Figura 5.9: Zona espectral ampliada en espectros de Rojo: β-caroteno. Negro: extracto de licopeno 
donde se observa una inversión del cociente entre los dos picos. 
Esta región del espectro es determinante ya que ayuda a diferenciar el licopeno del β-
caroteno, mediante espectroscopia Raman para polienos relativamente puros. Mientras 
que en el caso del licopeno la señal reflejada a 1270 cm 
-1
 es menos intensa que la 
encontrada a 1280 cm
-1
, en el β-caroteno sucede al revés. Este hecho no es nuevo, ya 
que fue observado por otros grupos
11
. Los citados investigadores, observaron que el 
cociente de la intensidad del pico que se encuentra a mayores números de ondas y la que 
se encuentra a menores desplazamientos está por encima de 1 en el caso del licopeno, 
mientras que en el caso del β-caroteno es menor que 1. Este efecto, también se 
manifiesta en la Figura 5.9. Por lo tanto, teniendo en cuenta la mencionada región del 
espectro, y estudiando las bandas clave se puede afirmar que, en los extractos obtenidos, 
el licopeno se encuentra en una proporción significativamente superior a la de otros 
carotenoides. 
Además, en la Figura 5.10 se representa otro modo vibracional encontrado a 1197 cm
-1
 
en el caso del licopeno y a 1190 cm
-1
 para el β-caroteno correspondiente a las tensiones 
C-C. 
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Figura 5.10: Zona espectral ampliada en espectros de Rojo: β-caroteno. Negro: Extracto de licopeno 
donde se observa desplazamiento de uno de los picos de 7cm-1. 
Este pequeño desplazamiento también fue observado por los autores citados
11
, que 
ayudándose de este efecto asignaron los espectros a un carotenoide o al otro, aunque en 
su estudio el corrimiento fue de unos 5 cm
-1
 y en este caso es de 7 cm
-1
. Esto puede 
deberse a que en nuestras muestras es probable que el licopeno no haya sido 
desprendido totalmente de la matriz biológica en la que se encontraba y exista una cierta 
contribución de la misma. Además, los mismos investigadores concluyeron que según 
aumentaban la proporción de β-caroteno en mezclas de ambos polienos, la señal 
centrada a 1190 cm
-1
 se iba resolviendo más, tal y como sucede en la Figura 5.10
11
.  
5.2.2. Estudio de la Degradación Térmica Licopeno Mediante Espectroscopia 
Infrarroja por Reflectancia Total Atenuada (ATR-IR) 
Para continuar con la caracterización también se adquirieron espectros de infrarrojo. En 
la Figura 5.11 se puede apreciar uno de ellos obtenido para la muestra en su estado 
inicial, es decir, sin haber sufrido ningún calentamiento (t = 0 h). 
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Figura 5.11: Espectro Infrarrojo (ATR) de un extracto de licopeno obtenido a t = 0 h. 
Como se puede desprender de la figura, justo por encima de 1000 cm
-1
, solapada a la 
señal cercana a 958 cm
-1
, se encuentra una banda ancha con forma de doblete que ya fue 
observada por otros investigadores
5
 y asignada al agua en muestras de puré de tomate, 
haciendo imposible la resolución de la señal característica del licopeno centrada en 958 
cm
-1
. Cuando estos mismos investigadores midieron muestras de patrón de licopeno, 
dicha doblete desaparecía.  
En este caso, al tratarse de extractos, es cierto que existe una pequeña contribución del 
agua, aunque el aislamiento de la matriz biológica es suficiente como para poder 
resolver la señal característica a 958 cm
-1
. Por lo que se puede aseverar que en nuestro 
caso, nos encontramos ante una muestra que posee características intermedias entre las 
del puré de tomate (donde no se observaba) y las del patrón (donde se veía con 
claridad). 
Asimismo, la banda que se halla a 958 cm
-1
 se corresponde con el modo vibracional 
análogo encontrado para el β-caroteno a 966 cm-1. Esta señal, también fue observada 
por otros investigadores
5, 13
 a los mismos números de ondas que aparecen en la Figura 
5.11 en muestras de patrones, siendo más intensa que la aquí presentada.  
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Tabla 5.8: Asignación de modos vibracionales más importantes en espectroscopia infrarroja encontrados 
en un extracto de licopeno a t = 0 h. 
Número de ondas e Intensidad /cm
-1
 Asignación 
958 m ωop (C=C-H) 
1167 m ν (C-C) 
1376 m δsym (CH3)
5
 
1461 m δ (CH2)
5
 
1552 w ν (C=C) 
1625 m δ (H-O-H)5, 12 
2848 s 
2915 s 
2953 s 
ν (C-H) 
Vibraciones: ν tensión, ω: flexión, δ, tijereteo; intensidades: s, fuerte; m, media; w, débil. 
Contribuciones: op, fuera del plano; simetría: sym, simétrico. 
El resto de bandas son muy similares a las recogidas para los patrones de β-caroteno en 
cuanto a número de ondas y asignaciones debido a la similitud estructural existente 
entre ambas moléculas. 
Temperatura 115°C 
A pesar de que la intensidad del pico objeto de estudio (958 cm
-1
) no era tan elevada en 
las muestras de extractos de licopeno, es suficiente para evaluar su área con el paso del 
tiempo, aunque no para analizar exhaustivamente un comportamiento cinético global.  
Como ya se ha comentado, se estimó 115°C como una temperatura representativa y se 
analizó su variación de igual manera que se hizo con los patrones de β-caroteno 
obteniéndose las áreas mostradas en la Tabla 5.9. 
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Tabla 5.9: Área del pico que ha sido asignado como ωop (C=C-H) a temperatura ambiente t = 0 y tratado 
térmicamente a 115°C a diferentes tiempos para una muestra de extracto de licopeno. 
Tiempo /h Área pico 958 cm
-1
 
0 0.0472 
2 0.0163 
4 0.0101 
5 0.0028 
6 0.0019 
 
Los valores se encuentran muy por debajo de los expuestos para el caso del β-caroteno. 
Por lo tanto, no se van a llevar a cabo estudios cinéticos a cada temperatura y 
únicamente se mostrará este ejemplo a modo ilustrativo.  
En el siguiente capítulo se comentarán todos los resultados cinéticos obtenidos hasta el 
momento junto con los cálculos de las constantes de velocidad. 
5.3. Modelización Molecular 
En este apartado, se exponen de manera resumida los resultados más destacados 
obtenidos tras la realización de cálculos computacionales en los polienos objeto de 
estudio en la presente Tesis Doctoral. Para ello, se han empleado dos métodos de 
cálculo ab Initio, con el mismo conjunto de bases (6-31G*); el primero de ellos 
(mPW1PW91) tiene en cuenta a la molécula aislada valorando sus interacciones tanto 
covalentes como no covalentes
14, 15
, el segundo método (B97xD) posee características 
similares en lo que a interacciones covalentes respecta, con ligeras variaciones en 
cuanto a las no covalentes
16
.  
Para ambas metodologías se procedió de la siguiente manera: En primer lugar se llevó a 
cabo un cálculo de la geometría más estable. Para tal fin, se compararon las energías 
obtenidas de las diversas geometrías calculadas, llegando a la conclusión de cuál era la 
menos energética. Una vez que quedó definida, se realizaron el resto de estimaciones: 
Espectros infrarrojo y Raman así como energías de orbitales HOMO (Highest Occupied 
Molecular Orbital) y LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) así como la 
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representación gráfica de su distribución a lo largo de la molécula para la configuración 
geométrica más estable. 
Por brevedad, los resultados que se presentan a continuación hacen referencia 
únicamente a uno de los dos métodos empleados, el mPW1PW91. Aunque los datos 
obtenidos mediante la metodología B97xD se pueden consultar en el Apéndice II de 
esta misma memoria. 
Las frecuencias vibracionales calculadas por ambas metodologías han sido reescaladas 
mediante una corrección en número de ondas. Estas modificaciones se encuentran 
ampliamente descritas en la bibliografía y son diferentes según la metodología 
empleada. Así, en el primer caso (mPW1PW91) los factores de escala se especifican en 
la referencia
17
, mientras que para el segundo método (B97xD) se describen en la 
página web del Instituto Nacional de Estándares y Tecnología, por sus siglas en inglés 
NIST
18
. 
5.3.1. β-Caroteno Método mPW1PW91 
Para los cálculos realizados en la molécula de β-caroteno se obtuvieron dos geometrías 
cuyas energías fueron en el primer caso -1557.54028 Eh y -1557.54305 Eh en el 
segundo. Como se puede apreciar los valores de las energías siempre son menores que 
0. Por definición, cuanto más baja es la energía tanto más estable es la molécula. 
Adicionalmente, por convenio, toma valores negativos porque para romper los enlaces 
es necesario aplicar una energía adicional al sistema. Dicho esto, una energía cero se 
correspondería con una situación ideal en la que no existen enlaces entre los átomos de 
la molécula. Las energías están referidas a la suma de las energías de los núcleos y de 
los electrones por separado. Estos hechos, serán iguales para todos los cálculos 
realizados a lo largo de la presente memoria. 
La diferencia energética entre ambas configuraciones fue de 2.77 ּ 10-3 Eh que se 
corresponde con 7.27 kJ/mol. Por ello, se puede afirmar que son de dos configuraciones 
diferentes, siendo la más estable la calculada en último lugar, por lo que a partir de este 
momento se trabajará con dicha configuración. 
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5.3.1.1. Estructura 
En la Figura 5.12 se presenta la estructura más estable del β-caroteno anteriormente 
obtenida mediante el método de cálculo en el que se centra esta sección. La figura ha 
sido numerada por claridad ya que en el Apéndice II se presentan los parámetros 
geométricos más importantes en cuanto a distancias de enlace, ángulos de enlace y 
ángulos diedros. 
 
Figura 5.12: Estructura molecular más estable del β-caroteno calculada con el método antes citado. 
Como se puede vislumbrar en la estructura, algunos enlaces de la parte central de la 
molécula presentan una zona punteada que representa la deslocalización electrónica; 
este efecto le confiere a los citados enlaces propiedades intermedias entre simples y 
dobles, y está en consonancia con las distancias interatómicas presentadas en el 
Apéndice II. 
5.3.1.2. Orbitales HOMO y LUMO 
Para dar una visión más completa, se llevaron a cabo cálculos cuya finalidad era indicar 
la distribución los orbitales HOMO y LUMO en la molécula obteniendo así una idea de 
la posible reactividad de la misma. Además, se obtuvieron valores de las energías de 
dichos orbitales, pudiendo calcular de este modo algunos parámetros adicionales.  
Las ecuaciones empleadas para estos cálculos se detallan a continuación y han sido 
extraídas de las investigaciones desarrolladas por otros autores
19-21
. 
∆E = ELUMO − EHOMO            [5.1] 
Donde ELUMO es la energía del orbital LUMO, EHOMO la energía del orbital HOMO y ΔE 
representa el valor de la diferencia de energías entre ambos orbitales. 
μ =
EHOMO+ELUMO
2
             [5.2] 
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Donde μ hace referencia al potencial químico (a partir de ahora potencial), EHOMO a la 
energía del orbital HOMO y ELUMO a la energía del orbital LUMO. 
η =
ELUMO−EHOMO
2
             [5.3] 
Donde η representa la dureza química (a partir de ahora dureza) y EHOMO la energía del 
orbital HOMO siendo ELUMO la energía del orbital LUMO.  
σ =
1
η
               [5.4] 
σ representa la fragilidad química (a partir de ahora fragilidad) y η la dureza. Por lo 
tanto este parámetro se relaciona con el inverso de η ya que se trata de términos 
contrapuestos y por lo tanto matemáticamente queda representado de ese modo. 
ω0 =
μ2σ
2
             [5.5] 
Donde ω0 simboliza la electrofilia global, μ es el potencial antes mostrado y σ la 
fragilidad. Con estos términos se podrán sacar conclusiones más adelante acerca de la 
reactividad de las moléculas completando así los estudios cinéticos. 
Orbital HOMO del β-caroteno: 
En la Figura 5.13 se puede observar la distribución del orbital HOMO a lo largo de la 
estructura molecular del β-caroteno.  
 
Figura 5. 13: Distribución del orbital HOMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de β-
caroteno. 
Este tipo de orbital presenta su mayor contribución a la parte central de la molécula en 
detrimento de los anillos laterales. 
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Los orbitales representados presentan una naturaleza enlazante. Nótese, cómo cada nodo 
hace cambiar de signo a la función de onda a lo largo del sistema conjugado con el 
consiguiente cambio de coloración (rojo-verde) en la figura. 
Por otro lado, se puede resaltar cómo la distribución se produce a lo largo de aquellas 
zonas que presentan un mayor carácter de doble enlace tal y como se confirma con las 
distancias internucleares (más cortas) del Apéndice II. 
Orbital LUMO del β-caroteno: 
En la Figura 5.14 se presenta la distribución del orbital LUMO a lo largo de la molécula 
de β-caroteno. 
 
Figura 5.14: Distribución de los orbital LUMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de 
β-caroteno. 
Al igual que sucedía para el caso del orbital HOMO, el orbital LUMO también se 
encuentra principalmente distribuido en la parte central de la molécula y posee 
naturaleza enlazante.  
En este caso, al contrario de lo expuesto en el caso anterior, si se compara con en el 
orbital HOMO, la distribución se produce a lo largo de aquellos enlaces que se acercan 
más en lo que a distancias internucleares se refiere a enlaces simples. 
Como se ha comentado, y mediante la energía de los orbitales se han podido calcular los 
parámetros que se presentan en la Tabla 5.10 teniendo en cuenta las referencias
19-21
. 
Con la finalidad de contrastarlos con los obtenidos para el licopeno. Estos resultados 
serán comentados más adelante. 
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Tabla 5.10: Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la 
configuración más estable del β-caroteno. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), 
σ (fragilidad), μ (potencial), ω° (electrofilia global). 
Parámetro β-Caroteno 
-EHOMO /eV 4.62 
-ELUMO / eV 2.12 
ΔE / eV 2.50 
η / eV 1.25 
σ / eV -1 0.8 
µ / eV -3.37 
ω° / eV 4.54 
 
A pesar de que estos resultados serán desarrollados posteriormente, conviene señalar sus 
valores negativos ya que, se considera el origen de energías (valor cero), a aquella 
configuración asociada a un electrón libre que cuando forma parte de una molécula se 
estabiliza disminuyendo en energía. Este hecho será observado en todos los casos en los 
que se presenten este tipo de resultados relacionados con los orbitales frontera. 
Según ciertos estudios
22
, con algunos de los datos disponibles en la tabla, se puede 
calcular la capacidad antioxidante mediante el parámetro W según [5.6]. 
𝑊 = 𝑒(−12+
120
𝐼𝑃
)
             [5.6] 
Donde IP es el potencial de ionización en eV, que en el marco del teorema de 
Koopmans se puede aproximar a la diferencia de energías entre orbital HOMO y el 
continuo de energía que en este caso toma el valor de 0, por lo que dicho potencial se 
corresponderá con la energía del HOMO cambiada de signo
23-25
. Así, mediante [5.6] se 
obtienen unos valores de W= 1.14 ּ 106.  
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5.3.1.3. Espectro IR del β-caroteno 
Siguiendo la metodología de cálculo en la que se centra el apartado 5.3.1 se pudo 
estimar el espectro infrarrojo esperable de una molécula de β-caroteno para compararlo 
con los resultados experimentales obtenidos mediante ATR-IR. 
Estos espectros se presentan normalizados, de tal manera que la señal más intensa toma 
el valor de uno. Esta manera de proceder, ha sido aplicada en todos los cálculos 
espectrales con el propósito de que sean comparables entre sí.  
En la Figura 5.15 se describe el espectro de infrarrojo calculado para una molécula de β-
caroteno obtenido por la metodología mPW1PW91. Recordando lo expuesto, a todos los 
espectros obtenidos mediante la presente metodología de cálculo, tanto de Raman como 
de infrarrojo, además de la normalización, se les ha aplicado la corrección antes 
indicada en cuanto a número de ondas ampliamente descrita en la referencia
17
.  
 
500 1000 1500 2000 2500 3000
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
 
 
In
te
n
s
id
a
d
 N
o
rm
a
liz
a
d
a
Número de ondas/cm-1
 
Figura 5.15: Espectro IR obtenido mediante cálculos computacionales del β-caroteno. 
De la Figura 5.15 obtenida mediante cálculos computacionales se puede desprender que 
existe una alta similitud si se compara con el espectro experimental expuesto en la 
Figura 5.2 de este mismo capítulo. 
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Al no existir frecuencias negativas en los espectros vibracionales obtenidos, se puede 
concluir que el cálculo de optimización de la geometría ha sido correcto y la molécula 
se encuentra en un estado de mínima energía
15
. 
5.3.1.4. Espectro Raman del β-caroteno 
De la misma manera que en el caso anterior, se obtuvo el espectro Raman modelizado 
para este tipo de pigmentos. Las señales más características se pueden ver en la Figura 
5.16. El espectro presentado, también se encuentra normalizado en cuanto a sus 
intensidades y se le ha aplicado la misma corrección en el eje de abscisas que en el caso 
anterior, ya que se trata de la misma metodología computacional.  
Es interesante darse cuenta de que la afirmación realizada para la Figura 5.9 se mantiene 
para el caso del espectro modelizado ya que el cociente entre la intensidad del pico a 
mayores desplazamientos cercano a 1250 cm
-1
 y el de menores números de ondas (zona 
punteada) es menor que 1. 
1000 1250 1500 1750
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
 
 
In
te
n
s
id
a
d
 R
a
m
a
n
 N
o
rm
a
liz
a
d
a
Desplazamiento Raman/cm-1
 
Figura 5.16: Espectro Raman obtenido mediante cálculos computacionales del β-caroteno. Zona 
punteada: modos vibracionales diferenciadores descritos en la Sección 5.2.1. 
En este tipo de espectros Raman se aprecian una gran cantidad de señales que apenas 
eran visibles en los obtenidos experimentalmente, esto se debe a que las medidas 
realizadas se hicieron en situación de resonancia, y en esas condiciones los modos 
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obtenidos son sólo unos pocos, concretamente los acoplados con el tránsito electrónico 
como repetidamente se ha mencionado.  
5.3.2. Licopeno Método mPW1PW91 
Al igual que sucedía con el β-caroteno, en primer lugar se trató de optimizar la 
geometría molecular de este tipo de polienos con la finalidad de describir la estructura 
más estable. En los cálculos realizados se obtuvieron dos geometrías, una de ellas con 
una energía de -1557.49123 Eh mientras que la otra presentaba una energía 
correspondiente a -1557.49097 Eh. La diferencia entre ambas fue de 2.6 ּ 10
-4
 Eh que se 
corresponde con 0.68 kJ/mol por lo que, en este caso, dado este valor tan reducido, 
ambas pueden considerarse prácticamente iguales, de todos modos, para los cálculos 
sucesivos se continuó con la primera de ellas ya que presenta un valor ligeramente 
inferior.  
5.3.2.1. Estructura 
La geometría optimizada para la molécula de licopeno mediante la metodología de 
cálculo mPW1PW91 se presenta en la Figura 5.17 con la consiguiente numeración para 
la interpretación de los parámetros geométricos que pueden consultarse en el Apéndice 
II. 
 
Figura 5.17: Estructura molecular más estable del licopeno calculada con el método antes citado. 
Al igual que en la molécula de β-caroteno, en la parte central de la estructura se 
advierten ciertos enlaces punteados que indican el efecto de la conjugación, lo que les 
confiere propiedades intermedias entre el enlace sencillo y el doble. 
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5.3.2.2. Orbitales HOMO y LUMO 
Procediendo de forma análoga al caso anterior, se calcularon las energías de los 
orbitales HOMO y LUMO así como su distribución más estable y los parámetros 
derivados de dichas energías mediante [5.1], [5.2], [5.3], [5.4], [5.5]. 
Orbital HOMO del licopeno: 
En la Figura 5.18 se presenta la disposición del orbital HOMO de una molécula de 
licopeno. En su distribución se puede observar que la mayor contribución se da en la 
parte central de la molécula, sin ninguna aportación orbital en los extremos. 
 
Figura 5.18: Distribución del orbital HOMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de 
licopeno. 
En este caso, las esferas también representan orbitales enlazantes. Los colores 
simbolizan el signo de la función de onda. 
Además, la distribución predomina sobre aquellos enlaces cuyo carácter se aproxima 
más al de doble enlace, hecho que puede ser contrastado con las distancias 
internucleares del Apéndice II. 
Orbital LUMO del licopeno: 
Por otro lado, en la Figura 5.19 se muestra la distribución del orbital LUMO a lo largo 
de la molécula de polieno cuya principal característica es su disposición a lo largo de la 
parte central de la molécula. 
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Figura 5.19: Distribución del orbital LUMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de 
licopeno. 
En este caso, la distribución del LUMO, tiene lugar sobre aquellos enlaces cuya 
distancia internuclear se asemeja más a un enlace simple tal y como se puede confirmar 
en el Apéndice II estando en consonancia con los hechos expuestos para la molécula de 
β-caroteno. Una vez determinadas las energías de los orbitales frontera, se han podido 
calcular los parámetros que se presentan en la Tabla 5.11 mediante las referencias
19-21
. 
Tabla 5.11: Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la 
configuración más estable del licopeno. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ 
fragilidad, μ (potencial), ω° (electrofilia global). 
Parámetro Licopeno 
-EHOMO /eV 4.53 
-ELUMO / eV 2.15 
ΔE / eV 2.38 
η / eV 1.19 
σ / eV -1 0.84 
µ / eV -3.34 
ω° / eV 4.69 
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A modo comparativo, es interesante tener en consideración la diferencia entre ambos 
orbitales frontera ya que es menor en el caso del licopeno si se comparan con la 
obtenida para el β-caroteno. 
Aplicando [5.6] se ha estimado el poder antioxidante del licopeno, alcanzándose unos 
datos coincidentes en cuanto a orden de magnitud con el β-caroteno, pero superiores en 
valor W= 1.96 ּ 106.  
Comparación de parámetros de β-caroteno y licopeno 
En primer lugar, existe una gran diferencia energética entre los orbitales HOMO y 
LUMO de ambos carotenoides, del orden de los 2.5 eV, por lo que se puede deducir que 
todas las reacciones pertenecientes a la descomposición térmica, siempre por debajo de 
150°C se producirán con los electrones del orbital HOMO. 
Además, si se observan con detenimiento las Tablas 5.10 y 5.11 y teniendo en cuenta 
las estimaciones de las energías del orbital HOMO, se ha calculado el poder 
antioxidante de ambos polienos aplicando la expresión [5.6]. El licopeno (1.96 ּ 106) 
presenta una mayor capacidad antioxidante al contrastarla con la encontrada en el β-
caroteno (1.17 ּ 106), aunque dentro del mismo orden de magnitud. Estos resultados 
están en consonancia con los obtenidos experimentalmente por otros autores
26
 donde se 
dedujo la mayor capacidad antioxidante del mencionado pigmento. 
La dureza es un parámetro que indica la resistencia de un compuesto a cambiar su 
número de electrones
21 
y por lo tanto puede ser un buen indicador para evaluar la 
reactividad. En el caso del β-caroteno este valor fue de 1.25 eV, mientras que para el 
licopeno fue de 1.19 eV, por lo que en principio, cabe esperar una mayor reactividad en 
el caso de éste último. 
El índice de electrofilia global es una medida del poder electrofílico que da una idea de 
cómo varía la energía cuando un sistema es saturado con electrones
27 
siendo ligeramente 
superior para el licopeno. 
Finalmente, la fragilidad es una propiedad que puede ser interpretada como lo extensa, o 
no, que es la reactividad
28, 29
. Por ello, con estos valores, también se puede llegar a la 
conclusión de que el β-caroteno (0.80 eV-1) es menos reactivo que el licopeno (0.84 eV-
1
). 
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Estos resultados, se encuentran en consonancia con los propuestos por algunos 
investigadores
30
, en los que se indica la gran inestabilidad del licopeno frente al β-
caroteno, siempre y cuando se encuentre aislado de la matriz biológica. 
5.3.2.3. Espectro IR del licopeno 
En la Figura 5.20 se presenta el espectro infrarrojo calculado para una molécula de 
licopeno. Se puede constatar una buena coincidencia con los resultados experimentales 
mostrados en la Figura 5.11 donde se presentaba el espectro de los extractos. 
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Figura 5.20: Espectro IR obtenido mediante cálculos computacionales del licopeno. 
Las correcciones realizadas en el número de ondas son las mismas que las aplicadas 
anteriormente para el caso del β-caroteno, es decir, las de la referencia 17. Como se ha 
descrito en epígrafes anteriores, la banda más intensa ha sido normalizada a 1. 
5.3.2.4. Espectro Raman del Licopeno  
En la Figura 5.21 se muestra el espectro Raman predicho por los cálculos teóricos para 
el licopeno mediante el método de cálculo mPW1PW91. Se puede notar un aumento 
significativo en cuanto al número de señales en comparación con los espectros 
experimentales ya que, en este caso, no se ha impuesto la condición de resonancia que sí 
se daba en las medidas realizadas en las muestras.  
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Figura 5.21: Espectro Raman obtenido mediante cálculos computacionales del licopeno. Zona 
punteada: modos vibracionales diferenciadores descritos en la Sección 5.2.1. 
Por otro lado, se mantiene la afirmación antes comentada (en la caracterización del 
extracto) donde el cociente de los picos cercanos a 1250 cm
-1
 (existe un pequeño 
desplazamiento respecto al experimental) tienen un valor mayor que 1 si se divide la 
intensidad de la señal que se encuentra a mayor número de ondas entre la que aparece a 
menores desplazamientos. 
En el siguiente capítulo se presentarán otras moléculas modelizadas mediante el mismo 
método, con la finalidad de dar soporte a algunos de los procesos que tienen lugar en la 
descomposición térmica de los carotenoides. 
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6. DISCUSIÓN DE RESULTADOS EXPERIMENTALES II 
A lo largo de este capítulo se llevará a cabo el estudio cinético de los resultados 
espectroscópicos obtenidos en el Capítulo 5, comparándose con datos bibliográficos a 
objeto de proporcionar algunas ideas representativas del proceso de descomposición a 
través de las constantes cinéticas a cada temperatura y de la energía de activación asociada 
a la degradación. Por otro lado, y con el fin de comprender mejor dicho proceso, se 
desarrollarán algunas modelizaciones moleculares de los productos de degradación 
esperables, que permitan comparar las predicciones espectroscópicas con las señales 
observadas experimentalmente.  
6.1. Análisis cinético de los datos experimentales 
El análisis de los datos cinéticos, se ha desarrollado suponiendo una cinética de primer 
orden de donde se han extraído los coeficientes de velocidad a distintas temperaturas y la 
energía de activación
1
. Conviene señalar que, dicha aproximación ya fue realizada por 
otros autores en muestras similares para estudiar los procesos cinéticos de degradación en 
diferentes matrices
2-7
. 
Para este tipo de sistemas se supone la reacción de degradación que se indica a 
continuación. 
𝐴
𝑘
→𝑋                 [6.1] 
A, hace referencia al producto de partida, en este caso el β-caroteno o el licopeno, X se 
relaciona con los productos de degradación sin identificar y k es una constante que indica 
la velocidad de reacción.  
Con estos datos se puede medir la desaparición de los reactivos o la aparición de los 
productos según la siguiente expresión. 
−
𝑑[𝐴]
𝑑𝑡
=
𝑑[𝑋]
𝑑𝑡
= 𝑘[𝐴]               [6.2] 
Donde [A] representa la concentración del reactivo, [X] simboliza la concentración de los 
productos y t el tiempo. Para tener una idea clara de cómo varia la concentración con 
respecto del tiempo se integra la expresión [6.2] tras separar variables según: 
−∫
d[A]
[A]
[A]
[A0]
= k∫ dt
t
0
                       [6.3] 
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Siendo [A0] la concentración inicial. Como resultado se obtiene la siguiente ecuación 
[A] = [A]0 ּ e
−kt                    [6.4] 
Que puede expresarse de la siguiente manera 
ln[A] = ln[A]0 − kt                    [6.5] 
En este punto, [6.5] puede interpretarse como la ecuación de una línea recta cuya ordenada 
en el origen es el logaritmo neperiano de la concentración inicial y cuya pendiente es la 
constante cinética cambiada de signo. Por ello, se puede afirmar que la constante no 
depende de la concentración, únicamente de la pendiente del ajuste lineal. 
Asimismo, existe una relación directa entre las constantes cinéticas y la energía de 
activación (Ea) según la ley de Arrhenius donde se expresa 
k(T) = A ּ e− 
Ea
RT → ln[k(T)] = ln (A) −
Ea
RT
                    [6.6] 
A es un factor preexponencial, R es una constante universal que toma el valor de 8.314 J 
mol
-
1 K
-1
, y Ea representa la energía de activación del proceso. Una vez se han tomado 
logaritmos a ambos lados de la expresión, la ecuación [6.6] describe una recta, donde ln 
(A) se corresponde con la ordenada en el origen y –Ea/R con la pendiente. 
6.1.1. β-caroteno 
6.1.1.1. Constantes cinéticas 
En este caso, al no depender la constante cinética de la concentración, basta con 
representar un parámetro directamente relacionado con la misma, es decir, el área del pico 
cuya desaparición se mostraba en el capítulo anterior. 
Así, En la Figura 6.1 se pueden ver los valores del logaritmo neperiano del área 
perteneciente al pico intenso encontrado a 966 cm
-1
 (que fue asignado a la vibración C-H 
acoplada a la torsión C=C en el capítulo anterior) representada frente al tiempo a cada 
temperatura. Además, la línea sólida de tendencia hace referencia al ajuste lineal realizado 
mediante [6.5]. Como se desprende de la figura, la aproximación a una cinética de primer 
orden que se ha desarrollado es capaz de ajustarse fielmente a los datos experimentales y 
por consiguiente es coherente con lo explicado hasta el momento. 
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Una vez realizados los ajustes lineales, las pendientes de los mismos se corresponderán con 
las constantes cinéticas cambiadas de signo. Estas pendientes van adquiriendo mayores 
valores según aumenta la temperatura, ya que al hacerlo, la desaparición del reactivo 
inicial, en este caso β-caroteno, es más ostensible. 
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Figura 6.1: Representación semi-logarítmica de las áreas del pico de IR obtenido a 966 cm
-1
 frente al tiempo 
de permanencia en el horno a cada temperatura. Errores experimentales: < 10%. Representados en el último 
punto de cada temperatura. Para una mayor claridad: Los puntos experimentales de 90°C y 100°C han sido 
desplazados 0.3 y 0.2 unidades respectivamente en el eje de ordenadas con respecto a 115°C y 130°C. 
Como ya se ha descrito, los resultados experimentales observados se corresponden con una 
cinética de primer orden, hecho que será explicado más adelante en la discusión de 
posibles mecanismos cinéticos. Este comportamiento es consistente tanto con la 
producción de uno o varios productos de degradación mediante reacciones paralelas, 
siendo cada una de ellas de primer orden, así como con reacciones consecutivas con uno o 
varios intermedios involucrados siempre que la etapa limitante se corresponda con la 
inicial de la degradación de polieno. 
Con los datos de las constantes de velocidad y mediante [6.7] se pueden obtener los 
periodos de semirreacción en procesos de primer orden como los que aquí se tratan. Este 
parámetro representa el tiempo que transcurre hasta que la concentración inicial del 
reactivo se ha reducido a la mitad y está relacionado con la constante de velocidad del 
proceso de reacción mediante la siguiente expresión 
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𝜏1/2 =
𝑙𝑛2
𝑘
                      [6.7] 
Estas constantes ya fueron determinadas por otros autores, mediante protocolos diferentes. 
El más parecido a nuestras condiciones experimentales estudiaba la descomposición del β-
caroteno puro a varias temperaturas (50-150°C) seguida por cromatografía. Las muestras 
habían sido disueltas previamente en hexano y tras su evaporación sufrían el tratamiento 
térmico
2
. 
En la Tabla 6.1 se muestran los valores alcanzados mediante el ajuste para cada constante 
cinética en función de las temperaturas de trabajo en min
-1
, así como los tiempos de 
semirreacción comparadas con los estudios antes descritos como similares a los aquí 
presentados
2
. 
Tabla 6.1: Valores obtenidos de k y τ1/2 a cada temperatura. 
Temperatura / °C k ּ 103 / min-1 τ1/2 / min Referencia 
50 1 693 Referencia 2 
90 2.2 ± 0.2 315.1 ± 0.2 Presente trabajo 
100 3.2 ± 0.2 218.7 ± 0.2 Presente trabajo 
100 7 99 Referencia 2 
115 5.5 ± 0.2 126 ± 0.2 Presente trabajo 
125 18 38.5 Referencia 2 
130 11.6 ± 0.7 59.8 ± 0.7 Presente trabajo 
150 26 26.7 Referencia 2 
 
Tal y como se desprende de los valores presentados en la tabla, según aumenta la 
temperatura también lo hace la constante, llegando a existir una diferencia correspondiente 
a un factor de 5.3 entre la menor y la mayor temperatura en nuestro caso. Como dicho 
parámetro aumenta con la velocidad, se puede confirmar que la reacción es más rápida 
cuanto mayor es la temperatura. En otras palabras, si se aumenta 40°C la temperatura (que 
es la diferencia existente entre los límites inferior y superior estudiados) la reacción de 
descomposición transcurre 5 veces más rápido. En el caso de los estudios con los que se 
están comparando los resultados experimentales si se aumenta la temperatura 50°C la 
reacción se produce 7 veces más rápido. Estos valores parecen sólidos ya que el aumento 
de temperatura es 10°C mayor que el presentado por nuestro grupo. 
Además, como se puede apreciar en la tabla, los resultados obtenidos por la Referencia 2 
son comparables en cuanto a orden de magnitud con los alcanzados en nuestro caso. Sin 
embargo, en dicho estudio no se adjuntan los errores asociados a cada constante, sin 
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mostrarse tampoco barras de error en los puntos experimentales obtenidos mediante 
cromatografía. En cuanto a los tratamientos experimentales, queda claro que los citados 
autores realizan una manipulación de la muestra mediante disolución y evaporación de 
disolventes orgánicos, mientras que en nuestro caso se estudia la muestra directamente 
gracias a las características inherentes al ATR-IR. De todos modos, se puede concluir que 
los valores son muy cercanos a los alcanzados con el método espectroscópico que aquí se 
propone.  
Otros investigadores
5
, observaron la degradación térmica del β-caroteno en aceite de 
cártamo. Tras los calentamientos de las muestras en la matriz de aceite a diversas 
temperaturas (75-95°C) y su posterior extracción con hexano, se analizaba la disolución 
mediante cromatografía líquida (HPLC). La constante obtenida para una temperatura de 
85°C fue de (2 ± 0.1) ּ 10-3 min-1, un valor bastante elevado para estar protegido por la 
matriz de un aceite que hace pensar que la reacción transcurra más despacio. Este resultado 
anormalmente alto, se justifica ya que en las condiciones de reacción se especifica la 
interacción con un flujo de aire de 2.5 psi. Por este motivo, los resultados son tan cercanos 
a los alcanzados mediante nuestra metodología a 90°C que se corresponden con una 
constante de (2.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1. 
Otros autores
3
 efectuaron ensayos en muestras de aceite de oliva en ausencia de oxígeno 
obteniendo las constantes cinéticas a diversas temperaturas (60-120°C). A modo 
comparativo, cuando realizaron el ensayo a una temperatura de 100°C obtuvieron un 
promedio de constantes para distintas muestras de (0.17 ± 0.2) ּ 10-3 min-1. En el caso que 
ha sido presentado en esta Tesis Doctoral, se obtuvieron valores de 3.2 ּ 10-3 min-1 para esa 
misma temperatura. Como era de esperar, los valores más altos son los reportados en este 
trabajo si se comparan con los expuestos en la referencia 3. Estas diferencias tan 
significativas, tienen que ver con el tipo de experimentos realizados, ya que en el caso de 
los autores mencionados
3
 la descomposición se llevó a cabo en la matriz de un aceite y en 
ausencia de oxígeno, lo que hace que el proceso de degradación sea más lento. 
6.1.1.2. Cálculo de energía de activación 
La Figura 6.2 describe una representación tipo Arrhenius de la dependencia de la constante 
cinética en función de la inversa de la temperatura. Como se puede apreciar, los datos 
experimentales se ajustan satisfactoriamente empleando [6.6].  
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En este caso, en el eje de abscisas no se ha representado 1/T, en su lugar aparece 1000/T 
por lo que la pendiente de la recta que se obtenga se corresponderá con el valor de –
Ea/1000R. Así, gracias a los datos obtenidos, es posible calcular la energía de activación 
para el proceso de descomposición del β-caroteno en las condiciones presentadas a lo largo 
de esta memoria. 
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Figura 6.2: Representación semi-logarítmica de k frente a 1000/T. Las barras de error de los puntos a 
mayores valores en abscisas están tapadas por el propio punto. 
La energía de activación obtenida con el ajuste mostrado en la Figura 6.2 fue de (51 ± 3) 
kJ/mol. Al confrontar estos valores con el estudio antes mencionado
2
 donde fue de 39 
kJ/mol, en nuestro caso se observa un valor ligeramente superior. Esto puede deberse a que 
dichos autores, antes de llevar a cabo el calentamiento disolvieron la muestra en hexano y 
posteriormente evaporaron el disolvente antes de hacer reaccionar al carotenoide. Esta 
circunstancia puede variar el tamaño de partícula, lo que puede influir en la energía de 
activación. En nuestro caso la muestra se colocó sobre un vidrio y no fue disuelta en antes 
de su calentamiento, pudiendo desembocar esto en valores más elevados. Por otro lado, 
tampoco presentaron errores asociados al valor de la energía de activación. 
Algunos investigadores
8
 estudiaron la descomposición de β-caroteno en muestras de 
zanahorias deshidratadas y escaldadas, almacenadas a distintas temperaturas (27-57°C) 
obteniendo unos valores de energía de activación para el proceso de degradación de (66.2 
± 3.4) kJ/mol, resultado comparable al que aquí se presenta en cuanto a orden de magnitud 
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y muy cercano si se tienen en cuenta los errores asociados al valor de la energía de 
activación.  
En otro estudio realizado
5
 se determinaron las energías de activación medias en una matriz 
de aceite obteniendo valores de 109 kJ/mol, en este caso, el paso limitante de superar la 
energía de activación es mayor que el que se reporta en esta memoria, pudiendo asociarse 
este hecho a la ya comentada presencia de una matriz oleaginosa. La manera de proceder 
fue igual a la que se presenta en esta Tesis Doctoral en cuanto a tratamiento de datos.  
Algo parecido sucede en otro caso
9
 donde se investigó la oxidación del β-caroteno en 
oleínas de palma y en grasa de copra a altas temperaturas (120-180°C) mediante un modelo 
multirrespuesta, obteniendo valores de energía de activación de 51 kJ/mol y 171 kJ/mol 
respectivamente. En las oleínas de palma existe una gran cantidad de ácidos grasos 
insaturados, que son más propensos a la oxidación en comparación con el caso de la grasa 
de copra, convirtiendo a la reacción en un proceso competitivo. A pesar de ser muy 
diferentes estos valores entre sí, uno de ellos se aproxima significativamente a los valores 
aquí manifestados.  
Finalmente otros estudios
4
, tuvieron en cuenta la degradación en diversas matrices (aceite 
de soja, aceite de cacahuete y una mezcla de monoglicéridos provenientes del ácido 
cáprico y del ácido caprílico) a varias temperaturas (150-180°C). Mediante este 
procedimiento, se obtuvieron unos datos de 76.9, 92.8 y 72.3 kJ/mol respectivamente para 
muestras en las que se había eliminado la mayor parte de oxígeno del medio y valores de 
59.0, 94.6 y 97.4 kJ/mol respectivamente para aquellas en las que el oxígeno permanecía 
disuelto en la matriz. Estos resultados fueron razonados suponiendo que la existencia de 
oxígeno en el medio tiene distintos comportamientos en función de la temperatura, es 
decir, mientras que la reacción de oxidación es la dominante a temperaturas menores de 
150°C, cuando ésta se eleva por encima de esa magnitud las reacciones comienzan a ser 
más complejas y con un mecanismo diferente produciéndose una polimerización en 
cadena. Por otro lado, cuando no existe oxígeno en el medio, se pueden producir radicales 
en el carotenoide que reaccionan entre sí. En cambio, cuando el oxígeno está presente, los 
radicales libres de este mismo elemento pueden combinarse fácilmente con los radicales 
del carotenoide teniendo lugar la oxidación. Por lo tanto existen dos procesos diferentes, 
cada uno de ellos con una energía de activación. El caso más comparable al nuestro sería 
aquel en el que existe presencia de oxígeno. Las energías de activación para este tipo de 
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procesos son cercanas en orden de magnitud a las deducidas por nuestros estudios, aunque 
ligeramente superiores en valor. La estabilidad de los carotenoides depende en gran 
medida del tipo de aceite en el que se encuentra la muestra
10, 11
, siendo más estables en 
aquellos que presentan mayor cantidad de ácidos grasos insaturados. 
En todos los casos, incluidos los del presente estudio, la energía de activación de la 
degradación térmica se encuentra por encima de los valores obtenidos para el proceso de 
isomerización cis-trans de este tipo de compuestos que fue estudiada en puré de zanahorias 
por algunos autores obteniéndose unos resultados de 11 kJ/mol
12
. Además es bien sabido 
que las posibles isomerizaciones no tienen influencia a la hora de determinar los 
parámetros cinéticos de la degradación
5
. 
6.1.2. Licopeno 
6.1.2.1. Cálculo de constantes cinéticas 
Como se ha comentado en otras secciones de la memoria, y de igual manera que se mostró 
en la Figura 5.11 del capítulo anterior, a pesar de que las muestras de licopeno tratadas se 
corresponden con extractos obtenidos de matrices orgánicas, el aislamiento es suficiente 
para poder observar la señal característica a 958 cm
-1
 asociada a las vibraciones C-H fuera 
del plano acopladas con los enlaces C=C, que otros investigadores
13
 no pudieron resolver 
en matrices biológicas. 
De todas maneras, el valor de esta señal presenta una intensidad relativamente baja que 
hace difícil y poco exacto el empleo de la misma para el estudio de la cinética de 
degradación del licopeno. No obstante, a modo de ejemplo se llevó a cabo un estudio a una 
temperatura de 115°C, que se tomó como temperatura modelo al ser una temperatura 
intermedia con respecto al límite inferior y superior de las estudiadas en el β-caroteno. 
La degradación térmica de licopeno ya fue estudiada mediante la aplicación de modelos 
cinéticos de primer orden
5, 14
. En la Figura 6.3 se presentan los datos experimentales 
alcanzados para un extracto de licopeno calentado a 115°C aplicando el orden cinético 
mencionado. 
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Figura 6.3: Representación semi-logarítmica de las áreas del pico de IR obtenido a 958 cm
-1
 frente al tiempo 
de permanencia en el horno a 115°C. Errores experimentales <10%. 
De la pendiente del ajuste realizado se puede obtener la constante cinética para una 
temperatura de 115°C que toma valores de (9 ± 1) ּ 10-3 min-1. Como se ha mencionado con 
anterioridad, la descomposición térmica del licopeno ha sido ampliamente estudiada por 
otros autores con resultados diferentes. Algunos
14
, analizaron la estabilidad del polieno 
simulando una matriz biológica mediante disolventes orgánicos. Además, llevaron a cabo 
el calentamiento a distintas temperaturas en un baño de aceite (100-145°C). Para la 
temperatura de 115°C, obtuvieron una constante cinética de (4 ּ 10-3) min-1, siendo esta 
reacción ligeramente más lenta que la obtenida en nuestro caso. Este hecho pude explicarse 
en base a la gran estabilidad del todo trans licopeno en matrices biológicas
15-18
 por lo que, 
aunque se haya alcanzado la energía de activación necesaria para que la descomposición se 
produzca, ésta sucederá con una velocidad menor que en nuestro caso, ya que en los 
experimentos presentados en la Figura 6.3 el pigmento se encuentra separado parcialmente 
de dicha matriz. 
Por otro lado, la constante cinética de descomposición térmica de licopeno también fue 
evaluada en aceite de cártamo a distintas temperaturas
5
 (75-95°C) obteniendo valores a una 
temperatura de 95 °C de (8.63 ± 0.05) ּ 10-3 min-1. Estos resultados son comparables con 
los presentados en esta parte de la Tesis Doctoral. Además, los citados autores, encontraron 
una pauta general comparando sus resultados con los obtenidos para β-caroteno, donde 
observaron que a la misma temperatura, las constantes cinéticas del licopeno eran 
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prácticamente el doble con respecto a otros carotenoides. En nuestro caso, si se compara 
dicho parámetro obtenido a 115°C en ambos polienos, se observa que la constante del 
licopeno es 1.6 veces mayor que la del β-caroteno, siendo este hecho bastante consistente 
con lo señalado hasta el momento. Por otro lado, los citados autores
5 
afirman, que el 
proceso de descomposición del licopeno tiene que estar íntimamente ligado con la 
capacidad antioxidante del mismo
5
. Algunos grupos
19
 ya recalcaron que el licopeno es 
capaz de desactivar al oxígeno singlete dos veces más si se compara con el β-caroteno, por 
lo que es lógico que sus constantes de velocidad sean superiores a las que se han 
presentado en la sección anterior. 
6.2. Modelización Molecular 
Los apocarotenales, las apocarotenonas y varios apocarotenoles son los principales 
productos de degradación térmica por autooxidación de carotenoides entre los que se 
incluye el β-caroteno20, 21. Algunos de los productos pertenecientes a las series 
mencionadas son: el retinal (C20H28O)
22-24, la β-apo-13-carotenona (C18H26O)
22, 25, el β-
apo-14´-carotenal (C22H30O)
22-24
, el β-apo-10´-carotenal (C27H36O)
23, 24
 y el β-apo-14-
carotenol (C19H30O)
25
. 
Debido a lo explicado anteriormente, a lo largo de estos análisis se van a considerar las 
posibles rupturas entre los carbonos 15-15´, con la consiguiente formación de dos 
moléculas de retinal tras oxidación, la ruptura entre los carbonos 14´-13´ que 
desencadenaría la formación del β-apo-14´-carotenal o su isómero estructural β-apo-14´-
carotenol formándose también la β-apo-13-carotenona y finalmente, la ruptura del enlace 
10´-9´ que formaría el β-apo-10´-carotenal. Para más detalles de la numeración seguida 
véase Figura 5.12 del Capítulo 5. 
Con la finalidad de predecir los espectros de infrarrojo en las citadas moléculas y estudiar 
su estabilidad, se han realizado modelizaciones moleculares a través de los dos métodos 
que ya fueron empleados para analizar el β-caroteno y el licopeno, es decir mPW1PW91 y 
B97xD. 
Posteriormente, se ha procedido a comparar los espectros calculados de los posibles 
productos de degradación, con los medidos experimentalmente durante y tras la 
descomposición térmica de los carotenoides iniciales, argumentando cuál de ellos se ha 
formado en mayor proporción en función de los resultados.  
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En la Figura 6.4 se presentan las estructuras moleculares de los productos a analizar. Es 
interesante reparar en la similitud estructural existente entre ellos y en la permanencia de 
los dobles enlaces conjugados para todas ellas ya que proceden del mismo precursor. 
 
 
Figura 6.4: Moléculas estudiadas por modelización molecular. a: Retinal, b: β-apo-13-carotenona, c: β-apo-
14´-carotenal, d: β-apo-14´-carotenol, e: β-apo-10´-carotenal. 
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Método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G* 
Las modelizaciones moleculares se realizaron mediante dos métodos diferentes, aunque 
con resultados muy similares. La información estructural de ambos métodos, y los 
parámetros y distribuciones del HOMO y el LUMO así como los espectros de infrarrojo 
calculados por el método B97xD se pueden consultar en el Apéndice III de esta misma 
memoria. Para todos los casos, se procedió de igual manera que con las moléculas de β-
caroteno y de licopeno presentadas en el Capítulo 5; en primer lugar se llevó a cabo una 
optimización de la geometría para posteriormente simular las vibraciones moleculares más 
características de cada molécula. 
6.2.1. Retinal 
La configuración espacial más estable en este tipo de moléculas presentaba una energía 
asociada de E= -853.96109 Eh. 
6.2.1.1. Estructura 
En la Figura 6.5 se puede distinguir la geometría más estable calculada de la molécula de 
retinal cuya energía se acaba de presentar. Donde la esfera de color rojo representa al 
átomo de oxígeno, hecho que se mantendrá constante para todas las moléculas de este tipo 
que se expondrán a continuación.  
 
 
Figura 6.5: Estructura molecular más estable del retinal. 
El efecto de la conjugación, representado por las zonas punteadas, es muy característico en 
este tipo de moléculas. 
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6.2.1.2. Orbitales HOMO y LUMO 
De igual manera que se procedió con el licopeno y el β-caroteno y con la finalidad de 
estudiar la estabilidad de los productos formados, en este apartado se representan las 
distribuciones de los orbitales pertenecientes a las moléculas objeto de estudio. Los 
parámetros, que dan una idea de la estabilidad, fueron obtenidos con los datos de las 
energías de los orbitales frontera. Los valores de la dureza, la diferencia de energías 
HOMO-LUMO y la electrofilia se expondrán al final junto con los demás datos con el fin 
de poder compararlos. 
Orbital HOMO del retinal 
La distribución del orbital HOMO perteneciente al Retinal se puede observar en la Figura 
6.6. 
 
Figura 6.6: Orbital HOMO del retinal. 
Obsérvese cómo ha cambiado el reparto de este tipo de orbitales con respecto al 
encontrado en el β-caroteno presentado en la Figura 5.13 del capítulo anterior; ahora, cubre 
a una mayor cantidad de átomos del anillo de β-ionona, aunque la deslocalización de 
cargas sigue estando muy presente debido a la conjugación de dobles enlaces que continua 
existiendo en esta estructura. Además, sobre el carbono carbonílico que soporta al aldehído 
la contribución es menor en comparación con la mayoría de los átomos de carbono de la 
estructura. 
Orbital LUMO del retinal 
En la Figura 6.7 se presenta la distribución espacial del orbital LUMO a lo largo de la 
estructura del retinal. 
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Como se puede apreciar, y tal como sucedía en casos anteriores, el signo de la función de 
onda cambia con respecto al HOMO. Asimismo, la simetría de los orbitales sigue siendo 
de tipo π. 
 
Figura 6.7: Orbital LUMO del retinal. 
Al igual que sucedía tanto con el β-caroteno como con el licopeno, la naturaleza de los 
orbitales frontera para este tipo de moléculas es enlazante, ya que cada esfera de la parte 
central de la molécula se sitúa sobre dos átomos, lo que hace pensar, que en realidad son 
dos orbitales atómicos que han solapado lateralmente para formar los dobles enlaces con la 
ya mencionada naturaleza π. 
6.2.1.3. Espectro IR del retinal 
En la Figura 6.8 se presenta el espectro de infrarrojo de una molécula de retinal calculado 
por modelización molecular superpuesto con un espectro obtenido experimentalmente.  
Tanto para el espectro modelizado del retinal, como para el resto de los calculados que se 
van a presentar en este capítulo, se aplicó la corrección del eje de abscisas ya empleada 
para el licopeno y el β-caroteno26. 
El espectro experimental mostrado se corresponde con el producto que alcanzó mayor 
índice de degradación. Como ya se ha explicado a lo largo de la memoria y en base a los 
valores de áreas obtenidas, se puede estimar que la muestra que presenta mayor grado de 
descomposición, se corresponderá con aquella que muestre menor área en la zona de 966 
cm
-1
. 
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Figura 6.8: Espectros IR Negro: calculado para el retinal. Rojo: Experimental. 
Tal y como se aprecia en la Tabla 5.6 del capítulo anterior, es la asociada a aquella que se 
trató térmicamente durante 3 horas en el horno a 130 °C, para la que se obtuvo un área 
correspondiente a 0.1760 cm
-1
. 
Como se manifiesta en la figura, existe una alta correlación en un gran número de señales. 
En primer lugar, vale la pena destacar que, aunque la conjugación siga estando presente, la 
señal de 966 cm
-1
 se ha debilitado drásticamente. Esto se debe por un lado a que la longitud 
de la conjugación ha disminuido, y por otro a que el hidrógeno del grupo aldehído vibra en 
sentido contrario con respecto a los enlaces C-H presentes en los carbonos que soportan los 
dobles enlaces. Por otro lado, aunque más débiles, existen similitudes en las señales 
cercanas a 1200 cm
-1
 ya que coinciden con las modelizadas en gran medida. Además, en la 
parte central, se pueden advertir dos picos muy intensos en el caso del modelo, que 
dominan el espectro. Sin embargo, en el obtenido experimentalmente, únicamente se ve 
una señal ancha que cubre a las dos proporcionadas por los cálculos. Estas señales son las 
correspondientes a las tensiones C=C (menores números de ondas) y a las tensiones de un 
grupo carbonilo (C=O). Respecto a la posición del grupo carbonilo, conviene hacer una 
aclaración. En el espectro experimental esta señal C=O aparece a 1715 cm
-1
, en la 
bibliografía se predice que este grupo funcional debe aparecer entre 1765-1645 cm
-1
, 
disminuyendo este desplazamiento con la conjugación
27
. 
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Finalmente, en la parte cercana a 3000 cm
-1
 en el caso del modelo, se pueden observar dos 
grupos de señales. La señal aguda que aparece a menores números de ondas, asignada a la 
vibración C-H del carbono carbonílico del aldehído y un multiplete que está asociado a las 
vibraciones de los enlaces C-H tanto de los grupos metilo (-CH3) como de los hidrógenos 
enlazados a carbonos sp
2
 (C=C-H). En el caso del espectro experimental no se aprecian 
estos dos grupos de señales, aunque sí se pueden percibir dos partes diferenciadas. En este 
contexto, la zona redondeada se corresponde con las vibraciones C-H, mientras que la 
señal que sobresale a menores números de ondas se relaciona con la asociada al grupo 
aldehído. 
6.2.2. β-apo-13-carotenona 
Para este tipo de moléculas, la energía calculada fue E= -776.58173 Eh que se corresponde 
con la configuración más estable obtenida mediante la metodología de cálculo empleada. 
6.2.2.1. Estructura 
La apariencia estructural de la geometría más estable para esta molécula se presenta en la 
Figura 6.9. Como se aprecia, el grupo funcional ha cambiado con respecto a la molécula 
mostrada anteriormente, y en este caso se trata de una cetona. 
 
 
Figura 6.9: Estructura molecular más estable de la β-apo-13-carotenona. 
Se puede confirmar que pesar de haberse reducido el tamaño de la molécula con respecto a 
la de partida, el efecto de la conjugación permanece entre los átomos centrales. 
6.2.2.2. Orbitales HOMO y LUMO 
Análogamente a los casos anteriores, se estudió la distribución de los orbitales HOMO y 
LUMO obteniendo, gracias a los datos de sus energías, los parámetros ya calculados para 
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otras moléculas que se compararán con los demás productos de degradación simulados en 
epígrafes posteriores. 
Orbital HOMO de la β-apo-13-carotenona 
En la Figura 6.10 se presenta la distribución del orbital HOMO calculada para este tipo de 
moléculas. El reparto a lo largo de los dobles enlaces conjugados es muy similar a las ya 
presentadas.  
 
Figura 6.10: Orbital HOMO de la β-apo-13-carotenona. 
De igual manera que sucedía con el grupo aldehído del retinal, el carbono carbonílico 
presenta una baja contribución de este tipo de orbitales y el anillo de β-ionona la ha 
incrementado con respecto a la molécula de partida (β-caroteno). 
Orbital LUMO de la β-apo-13-carotenona 
En la Figura 6.11 se puede apreciar la distribución del orbital LUMO para este tipo de 
productos. Al igual que sucedía en el caso anterior, también se trata de orbitales enlazantes. 
 
Figura 6.11: Orbital LUMO de la β-apo-13-carotenona. 
Este reparto es similar al encontrado en otras moléculas que ya han sido descritas, ya que 
los cambios en los signos de la función de onda se producen de igual manera. 
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6.2.2.3. Espectro IR de la β-apo-13-carotenona 
En la Figura 6.12 se presenta el espectro de infrarrojo predicho para la molécula que se 
está estudiando, superpuesto con el obtenido experimentalmente que se corresponde con la 
muestra que permaneció en el horno a 130°C durante 3 horas. 
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Figura 6.12: Espectros IR Negro: calculado para la β-apo-13-carotenona. Rojo: Experimental. 
Tal y como se aprecia en la figura, la coincidencia no es tan buena si se coteja con la 
obtenida para el retinal. En primer lugar el pico cercano a 1000 cm
-1
 que es el que se ha 
empleado para monitorizar la desaparición del β-caroteno, presenta una intensidad 
moderada en comparación con el de la muestra. Esto se debe a que no existe ningún 
hidrógeno (al contrario de lo que sucedía con el aldehído) que se mueva en la dirección 
opuesta a los enlaces C-H de los carbonos sp
2
. En su lugar hay un grupo CH3 cuyos 
hidrógenos se mueven de la misma manera que los soportados por los carbonos que forman 
dobles enlaces. Por otro lado, en el espectro obtenido por modelización se puede observar 
una señal muy intensa cercana a 1270 cm
-1
, asignada a las vibraciones C-CO-C. Esta 
vibración no es tan intensa en aldehídos ya que el carbono carbonílico únicamente se 
enlaza con un carbono. Finalmente, en la región de 3000 cm
-1
 no aparecen dos grupos de 
señales como sucedía para los aldehídos ya que únicamente se pueden observar las señales 
correspondientes a los metilos. 
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6.2.3. β- apo-14´-carotenal 
Volviendo a la familia de los apocarotenales, se llevaron a cabo modelizaciones para esta 
molécula, que únicamente se diferencia del retinal en que presenta dos carbonos 
adicionales, siendo el de la posición 14´ el que soporta al oxígeno. La energía obtenida 
para el citado compuesto fue de E= -931.35031 Eh. 
6.2.3.1. Estructura 
La geometría más favorable energéticamente hablando para el β-apo-14´-carotenal se 
presenta en la Figura 6.13. 
 
Figura 6.13: Estructura molecular más estable del β-apo-14´-carotenal. 
La parte central de la molécula es muy similar a otras estructuras ya presentadas, 
persistiendo el efecto de la conjugación, en este caso a lo largo de una gran parte de la 
estructura, tal y como indican los enlaces punteados. 
6.2.3.2. Orbitales HOMO y LUMO 
Con la finalidad de evaluar la estabilidad de los productos generados mediante sus 
propiedades ligadas a los orbitales frontera, se llevaron a cabo cálculos teóricos que 
permitieran evaluar sus energías. 
Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenal 
En la Figura 6.14 se presenta la distribución del orbital HOMO para este tipo de moléculas. 
Como se puede apreciar el signo de la función de onda cambia periódicamente tal y como 
sucedía en otras moléculas antes presentadas.  
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Figura 6.14: Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenal. 
De igual manera que en casos anteriores, el carbono carbonílico se encuentra con una baja 
contribución orbitalaria prácticamente despreciable en comparación con los carbonos 
centrales de la estructura molecular. 
Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenal 
En la Figura 6.15 se puede vislumbrar cómo queda distribuido el orbital LUMO para esta 
molécula tras los cálculos realizados. 
 
Figura 6.15: Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenal. 
El reparto es el esperable para una molécula que presenta dobles enlaces conjugados a lo 
largo de toda su estructura y muy similar a las ya descritas para este tipo de moléculas, 
aunque, en este caso, la contribución orbitalaria en el anillo lateral es prácticamente 
despreciable. 
6.2.3.3. Espectro IR del β-apo-14´-carotenal 
Si se tiene en cuenta la comparación entre ambos espectros, lo primero que llama la 
atención es que la coincidencia es bastante alta; al igual que sucedía con el retinal, se 
continúa apreciando la señal del aldehído en la zona de 3000 cm
-1
 y las señales de 
intensidad moderada cercanas a 1200 cm
-1
 que se corresponden con la vibración del 
carbono carbonílico y su contiguo. 
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Figura 6.16: Espectros IR. Negro: Calculado para el β-apo-14´-carotenal. Rojo: Experimental. 
Por el contrario, en torno a 1100 cm
-1
 la intensidad de la señal modelizada difiere 
significativamente de la obtenida experimentalmente. A pesar de este efecto, la semejanza 
entre ambos espectros es bastante aceptable como ya se ha visto con otros compuestos 
también pertenecientes a los apocarotenales.  
6.2.4. β-apo-14`-carotenol 
A modo de comparación, se llevó a cabo una modelización molecular de un alcohol similar 
al retinol, aunque con dos carbonos más. Esta molécula es muy parecida por tanto a la 
presentada anteriormente, aunque en vez de contener un carbonilo posee el grupo funcional 
alcohol por lo que se trata de isómeros estructurales. 
Como se ha indicado anteriormente, el primer paso para llevar a cabo este tipo de cálculos, 
pasa por una optimización de la geometría. Para ello se desarrolla un proceso iterativo 
hasta que se obtiene un mínimo energético. En este caso, el valor de energía alcanzado 
para esta molécula en su configuración geométrica más estable fue de E=-932.54388 Eh.  
Como se puede intuir, este valor es muy similar al de la molécula anterior ya que contienen 
el mismo número de átomos. 
  
Capítulo 6 
234 
 
 
6.2.4.1. Estructura 
La estructura más estable, asociada a la energía antes comentada se muestra en la Figura 
6.17. 
 
Figura 6.17: Estructura más estable para el β-apo-14´-carotenol. 
En este caso al tratarse de un alcohol, el carbono que lo soporta se une a dos hidrógenos, 
además el oxígeno se une a otro hidrógeno, dando lugar a otras contribuciones en el 
espectro vibracional (véase más adelante). 
6.2.4.2. Orbitales HOMO y LUMO 
Los cálculos realizados para los orbitales HOMO y LUMO se presentan a continuación. 
Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenol 
El reparto de los orbitales HOMO de la molécula bajo investigación se puede ver en la 
Figura 6.18. 
 
Figura 6.18: Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenol. 
Al cambiar el grupo funcional existe una cierta contribución orbital sobre el carbono que 
soporta al oxígeno. 
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Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenol 
La distribución del orbital LUMO perteneciente a la molécula de β-apo-14´-carotenol se 
presenta a continuación en la Figura 6.19. 
 
 
Figura 6.19: Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenol. 
Si se comparan los signos de la función de onda a lo largo de la estructura se observa cómo 
éstos cambian de un orbital a otro, por lo que se puede inferir que estos cálculos se han 
realizado adecuadamente. 
6.2.4.3. Espectro IR del β-apo-14´-carotenol 
En la Figura 6.20 se presenta una comparación entre el espectro de infrarrojo perteneciente 
a este alcohol calculado mediante computación comparado con el experimental. 
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Figura 6.20: Espectros IR. Negro: Calculado para el β-apo-14´-carotenol. Rojo: Experimental. 
Capítulo 6 
236 
 
Tal y como se puede desprender de esta superposición de espectros, la coincidencia de 
ambos es muy pobre debido a la contribución de modos vibracionales diferentes, al tratarse 
de otro grupo funcional (alcohol) en comparación con los ya presentados, cuya vibración 
de flexión aparece en torno a 1400 cm
-1
. Por otro lado, en la zona correspondiente al 
carbonilo no se aprecia ninguna señal de alta intensidad, y consecuentemente no se tendrá 
en cuenta como posible producto de degradación. 
6.2.5. β- apo-10´-carotenal 
La energía perteneciente a la configuración más estable calculada para esta molécula fue 
de E= -1125.43360 Eh. 
6.2.5.1. Estructura 
La estructura más estable de este tipo de moléculas, correspondiente a la energía antes 
mostrada se expone en la Figura 6.21. 
 
Figura 6.21: Estructura más estable para el β-apo-10´-carotenal. 
Al aumentar la longitud de la cadena también lo hace la extensión de la conjugación a lo 
largo de la estructura, hecho que puede contrastarse con las líneas punteadas situadas sobre 
los enlaces simples de la representación mostrada y mediante las distancias de enlace 
presentadas en el Apéndice III. 
6.2.5.2. Orbitales HOMO y LUMO 
De igual manera que para el resto de moléculas y en orden de obtener resultados 
comparativos, para esta molécula también se realizaron los cálculos pertenecientes a los 
orbitales frontera. 
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Orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal 
En la Figura 6.22 se muestra el orbital HOMO para una molécula cuya configuración 
espacial ha sido presentada en la Figura 6.21 y que contiene un grupo aldehído. Merece la 
pena destacar la baja densidad alrededor del carbono carbonílico, y cómo la distribución de 
orbitales se asemeja a la esperada para un polieno. 
 
Figura 6.22: Orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal. 
La distribución principal se produce sobre aquellas zonas cuya contribución de doble 
enlace es mayor, hecho que se puede confirmar con las distancias de enlace mostradas en 
el Apéndice III con una escasa contribución en el anillo lateral.  
Orbital LUMO del β-apo-10´-carotenal 
En la Figura 6.23 se puede observar el orbital LUMO de una molécula de β-apo-10´-
carotenal. 
 
Figura 6.23: Orbital LUMO del β-apo-10´-carotenal 
El reparto es muy similar al presentado por otras moléculas y es consecuente con los 
cálculos realizados. Además, posee signo contrario de la función de onda si se compara 
con el orbital HOMO. Asimismo, la mayor parte de la distribución se ubica sobre las zonas 
donde existe una mayor contribución al enlace simple, tal y como se comprueba con las 
distancias internucleares presentadas en el Apéndice III. 
Capítulo 6 
238 
 
6.2.5.3. Espectro IR del β-apo-10`-carotenal 
Como se viene haciendo hasta el momento, en la Figura 6.24 se puede observar el espectro 
IR de la muestra más degradada (la que permaneció a 130°C durante 3 horas), comparado 
con el calculado por métodos computacionales. 
Lo primero que llama la atención, es la señal que domina el espectro, en este caso no se 
corresponde con la asignada al carbonilo, sino con la vibración en fase de los dobles 
enlaces que se distribuyen a lo largo de la cadena. Al tratarse de la molécula con la cadena 
lineal insaturada más larga de todos los productos evaluados, es lógico pensar que la señal 
asignada a su vibración tenga una mayor intensidad. Además, cerca de los 1200 cm
-1
 existe 
una vibración de intensidad moderada que se corresponde con la tensión entre el carbono 
carbonílico y su contiguo, la citada vibración, presenta una intensidad débil en el caso de la 
muestra medida experimentalmente.  
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Figura 6.24: Espectros IR Negro: Calculado para el β-apo-10´-carotenal. Rojo: Experimental. 
En la zona de 3000cm
-1
 la vibración asociada a la tensión del hidrógeno del aldehído está 
significativamente separada del grupo de señales asignadas a los C-H y CH3 por lo que, en 
caso de que esta molécula formase parte de la muestra, la señal espectral de los resultados 
experimentales se encontraría más resuelta. 
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Como se puede apreciar, la señal cercana a 1200 cm
-1
 es considerablemente más intensa en 
comparación con los resultados experimentales obtenidos, lo que hace pensar que, en caso 
de encontrarse esta molécula, lo haría en bajas proporciones. 
6.3. Comparación de estabilidades 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los cálculos realizados por modelización 
molecular se puede dar una idea de la estabilidad asociada a los posibles productos de 
degradación.  
Para ello, en la Tabla 6.2 se presentan los resultados de los parámetros más significativos 
que han sido calculados mediante las energías pertenecientes a los orbitales HOMO y 
LUMO de cada molécula analizada. Estos parámetros han sido calculados de igual manera 
que en las moléculas de β-caroteno y licopeno del capítulo anterior.  
Tabla 6.2: Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la conformación 
más estable del licopeno. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ (fragilidad), μ 
(potencial), ω° (electrofilia global). 
Productos de 
degradación 
β- apo-10-
carotenal 
β- apo-13´-
carotenona 
β- apo-14´-
carotenal 
β- apo-14´-
carotenol 
Retinal 
-EHOMO /eV 5.16 5.78 5.44 5.03 5.59 
-ELUMO /eV 2.50 1.98 2.37 1.60 2.22 
ΔE /eV 2.66 3.80 3.07 3.42 3.38 
 η /eV 1.33 1.90 1.54 1.71 1.69 
 σ /eV-1 0.75 0.53 0.65 0.58 0.59 
 µ /eV -3.83 -3.88 -3.91 -3.32 -3.91 
ω0 /eV 5.50 3.96 4.96 3.22 4.52 
 
Teniendo en cuenta que la dureza se define como la resistencia al cambio del número de 
electrones en una molécula, puede ser un buen indicador de la estabilidad
28
. Por lo tanto, 
observando los resultados de la Tabla 6.2, se puede afirmar que las tres moléculas más 
estables son la β-apo-13-carotenona, el β-apo-14´-carotenol, y dentro de la serie de los 
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apocarotenales, el retinal. De igual manera la fragilidad química puede indicar el grado de 
reactividad con idéntico resultado en cuanto a la estabilidad comentada.  
En el marco de la teoría de Kopmans la afinidad electrónica de un sistema se puede 
aproximar a la diferencia de energía entre orbital LUMO y el continuo de la disociación 
que en este caso se corresponde con el valor de 0
29-31
. Por lo tanto, la afinidad electrónica 
vendrá dada por la energía del orbital LUMO cambiada de signo. En este caso, los mayores 
valores del parámetro son los presentados por la cetona y el retinal, moléculas a las que, 
encontrándose en su estado fundamental y gaseoso, habrá que aplicarles una alta energía 
para que capten un electrón, por lo que también puede ser una buena aproximación para 
hacerse una idea de su estabilidad. 
Como se comentó en el capítulo anterior, el índice de electrofilia global da una idea de 
cómo varía la energía cuando un sistema es saturado con electrones y por lo tanto es una 
medida del poder electrofílico
32
, observándose los valores más altos para el β-apo-10´-
carotenal y los más bajos en el caso del β-apo-14´-carotenol. 
6.4. Comentarios sobre el mecanismo de degradación térmica 
Aunque se sale del objetivo principal de la presente Tesis Doctoral, merece la pena 
comentar algunas características mecanísticas del proceso de degradación térmica del β-
caroteno. 
Como ya se ha mencionado en la parte inicial de la sección 6.2, son muchos los autores 
que se han centrado en la caracterización de los diversos tipos de productos de degradación 
térmica del β-caroteno donde destacan los apocarotenales, entre éstos se pueden encontrar 
el retinal, el β-apo-14´-carotenal y el β-apo-10´-carotenal22-24, apareciendo también como 
principales en algunos artículos de revisión
33
. 
Así, algunos autores fueron capaces de separar los productos de degradación mediante 
cromatografía
25, 34
. Adicionalmente estos últimos consiguieron aislar a través de HPLC el 
todo trans-15,15´-epoxi-β-caroteno, cuya señal se muestra en el recuadro interior de la 
Figura 1 de la referencia 34, con un tiempo de retención de aproximadamente 50 minutos.  
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Este producto es muy interesante para el caso que nos ocupa y su estructura se puede ver 
en la Figura 6.25. 
 
Figura 6.25: Estructura del todo-trans-15,15´-epoxi-β-caroteno. 
Teniendo en cuenta la estructura molecular del citado epóxido, queda claro que la posición 
15-15´ podría ser susceptible de enlazarse con el oxígeno. 
En este punto, merece la pena comentar que una de las maneras más comunes de 
reactividad de carotenoides con el oxígeno en estado fundamental por vía térmica, es a 
través de una primera etapa de isomerización cis-trans seguida de la formación de un 
birradical que posteriormente da lugar a los epóxidos y apocarotenales
35
. Esto, se encuentra 
en consonancia con los mecanismos sugeridos por otros estudios
36
 cuyas etapas 
fundamentales se presentan a continuación en la Figura 6.26. 
A la vista de los resultados alcanzados mediante modelización y experimentalmente, y 
sabiendo que el alcohol ha sido descartado dada la baja coincidencia de señales en 
comparación con la muestra degradada. Se puede tener en cuenta que la existencia de la 
cetona es poco probable, o al menos, se da en cantidades insignificantes debido a la 
ausencia de la banda encontrada en el espectro experimental a 2870 cm
-1
. Así, parece 
confirmarse la formación de algunos apocarotenales a lo largo del proceso de degradación 
térmica. 
De esta manera se puede afirmar, que todos los resultados presentados dan soporte al 
mecanismo propuesto por otros los autores cuyos estudios vislumbraron el mecanismo de 
la Figura 6.26
36
. 
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Figura 6.26: Mecanismo sugerido por otros investigadores
36
. 
Al menos en lo referente a la formación de los apocarotenales y en especial a la formación 
del retinal. Del mismo modo, también parece clara la formación de otros compuestos sin 
identificar, que deberán ser analizados en futuras investigaciones, fuera del marco del 
presente trabajo, más orientado a evaluar tanto teórica como experimentalmente la 
estabilidad relativa de los dos carotenoides estudiados a lo largo de la memoria.  
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7. CONCLUSIONES 
Las conclusiones más relevantes del trabajo realizado en esta Tesis Doctoral son: 
1. Se han estudiado los modos vibracionales del β-caroteno y del licopeno en diferentes 
muestras tanto de patrones, como en diversos tipos de frutos mediante espectroscopia 
Raman resonante en distintas configuraciones experimentales, observándose grandes 
similitudes y pequeños desplazamientos de señales achacados a la diferencia de las 
matrices. En general, los modos vibracionales más importantes observados en todas las 
muestras son similares a los encontrados en zanahoria: ν1 (1522 cm
-1), ν2 (1158 cm
-1), ν3 
(1008 cm
-1) y ν4 (955 cm
-1
) asociados a las vibraciones de tensión (-C=C-), (-C-C-), de 
balanceo (-CH3) y de flexión fuera del plano (-CH), respectivamente. La medida de 
algunos sobretonos, ha permitido calcular la constante de anarmonicidad de los dos 
modos más intensos (ν1 y ν2) obteniéndose valores de χe ּ ν̃e de 7.99 cm
-1
 y 3.98 cm
-1
 
respectivamente. 
2. Se ha medido por espectroscopia Raman Resonante de Transmisión, la distribución 
espacial del β-caroteno en rodajas de zanahoria encontrándose que dicho pigmento se 
reparte de manera heterogénea con una mayor densidad en el floema secundario. 
Además, mediante la estimación del cociente de las intensidades de las dos bandas ν4/ν1 
se ha obtenido información acerca de la conformación espacial del β-caroteno en los 
distintos tejidos de las rodajas de zanahoria, observándose que la mayor concentración 
de la forma libre o monomérica se encuentra en la región del cambium vascular y el 
floema secundario.  
3. Se ha desarrollado y puesto a punto una nueva técnica de Transmisión Raman 
Resonante con Luz Linealmente Polarizada que ha permitido medir el cociente de 
despolarización de las bandas ν1 y ν2, en muestras de zanahoria observándose que el 
citado parámetro aumentaba con el espesor y con la concentración. Además, se estudió 
la evolución de dicho cociente en muestras de mango a espesor fijo en función del 
tiempo, observándose que el citado cociente disminuía a lo largo del tiempo de 
exposición al aire. 
4. Se ha desarrollado un modelo teórico que ha permitido, mediante su ajuste a los datos 
experimentales, obtener valores de los coeficientes de absorción y de dispersión 
asociados a las dos bandas más intensas del β-caroteno obteniéndose los valores de 
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𝜇𝑎
‖
(ν1) = (0.20 ± 0.01) mm
-1
 y 𝜇𝑎
‖
(ν2) = (0.45 ± 0.02) mm
-1
 para los coeficientes de 
absorción y de 𝜇𝑠(ν1) = (1.1 ± 0.1) mm
-1
 y 𝜇𝑠(ν2) = (1.0 ± 0.1) mm
-1
 para los de 
dispersión. 
5. Se ha medido la señal Raman en muestras de tomates mediante la configuración 
experimental de retodispersión. En todos los casos investigados se ha observado un 
aumento de intensidad de la banda ν1 coincidiendo con el inicio de la maduración del 
fruto, un máximo posterior de señal, y un decaimiento post-máximo en la etapa final de 
la maduración. Adicionalmente, se encontró que el cociente de despolarización de la 
banda ν1 apenas varía durante la evolución post-cosecha del fruto.  
6. Se ha desarrollado un modelo teórico cinético y espectroscópico para describir la 
evolución temporal de la señal Raman observada teniendo en cuenta el coeficiente de 
velocidad de la síntesis de carotenoides, por una parte, y el coeficiente de dispersión de 
la luz de los frutos, por la otra. El modelo describe de forma satisfactoria la evolución 
post-cosecha de los tomates estudiados, demostrando la utilidad de la Espectroscopia 
Raman para determinar la calidad de los frutos y su evolución durante el proceso de 
maduración. 
7. Se ha estudiado la estabilidad térmica del β-caroteno y del licopeno mediante 
espectroscopía Raman resonante y espectroscopia infrarroja a distintos tiempos de 
calentamiento y a distintas temperaturas. Se ha determinado que el proceso de 
degradación térmica sigue una cinética de primer orden, obteniéndose los siguientes 
valores para los coeficientes de velocidad: [T = 90 °C  k = (2.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T 
= 100 °C  k = (3.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 115 °C  k = (5.5 ± 0.2) ּ 10-3 min-1] y [T 
= 130 °C  k = (11.6 ± 0.7) ּ 10-3 min-1] para la degradación del β-caroteno, y [T = 115 
°C  k = (9 ± 1) ּ 10-3 min-1] para el caso del licopeno. Estos valores, han permitido 
deducir una mayor estabilidad del β-caroteno en comparación con el licopeno. 
Adicionalmente, se ha determinado la energía de activación del proceso para el caso del 
β-caroteno, que tiene un valor de (51 ± 3) kJ/mol. 
8. Se han analizado las estructuras, energías, y orbitales frontera, así como los espectros 
teóricos tanto de los reactivos, como de algunos productos esperables en la degradación 
térmica del β-caroteno, mediante dos métodos de modelización molecular: mPW1PW91 
y ωB97xD empleando el conjunto de bases 6-31G*. Esto, ha permitido obtener 
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información no sólo sobre la estabilidad inicial de los dos compuestos principales objeto 
de estudio, sino también de algunos productos de degradación cuyos espectros 
calculados coincidían con y los obtenidos experimentalmente. Todos ellos, pertenecen a 
la familia de los apocarotenales, destacando el retinal, que muestra un mayor grado de 
coincidencia. Este estudio detallado, ha confirmado algunas etapas clave del mecanismo 
de oxidación del β-caroteno en presencia de oxígeno atmosférico.
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8. CONCLUSIONS: 
The most relevant findings in the work carried out in this Doctoral Thesis are 
summarized below 
1. The vibrational modes of β-carotene and lycopene have been studied in pure samples 
and fruits by Resonance Raman Spectroscopy in diverse experimental configurations, 
observing great similarities and small displacements of signals which were attributed to 
the difference of matrices. In general, the most important modes observed in all samples 
were similar to those found in carrot: ν1 (1522 cm
-1), ν2 (1158 cm
-1), ν3 (1008 cm
-1
) and 
ν4 (955 cm
-1
) associated with the stretching vibrations (-C=C-), and (-C-C-), rocking (-
CH3) and out of plane wagging (C-H) respectively. The measurement of some overtones 
has allowed us to calculate the anharmonicity constant of the two most intense modes 
(ν1 and ν2), obtaining χe ּ ν̃e values of 7.99 cm
-1
 and 3.98 cm
-1
 respectively. 
2. The spatial distribution of β-carotene in carrot slices has been measured by 
Resonance Raman Spectroscopy, being found that said pigment is distributed in a 
heterogeneous manner with a higher density in the secondary phloem. In addition, by 
measuring the ν4/ν1 intensities ratio we have obtained information about the spatial 
conformation of β-carotene in the different tissues of the carrot slices, observing that the 
highest concentration of the free molecules or monomer is found in the vascular 
cambium region and in the secondary phloem. 
3. A new technique of Resonance Raman Transmission with Linear Polarized Light has 
been developed and applied to measure the depolarization ratio of ν1 and ν2 bands in 
carrot samples. It was found that the aforementioned parameter increased with the 
thickness and concentration. In addition, we studied the evolution of this ratio in mango 
samples at fixed thickness as a function of time, observing that the ratio decreased 
during the time of air exposure. 
4. A theoretical model has been developed in order to fit the experimental data and 
estimate the calculation of the absorption and scattering coefficients associated with the 
two most intense β-carotene Raman bands. The deduced values were: 𝜇𝑎
‖
(ν1) = (0.20 ± 
0.01) mm
-1
 and 𝜇𝑎
‖
(ν2) = (0.45 ± 0.02) mm
-1
 for the absorption coefficients and 𝜇𝑠(ν1) = 
(1.1 ± 0.1) mm
-1
 and 𝜇𝑠(ν2) = (1.0 ± 0.1) mm
-1
 for the scattering coefficients. 
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5. The Raman signal has been measured in tomato samples by the experimental 
configuration of backscattering. In all cases, an increase in the intensity of the ν1 band 
was observed at the onset of the fruit ripening reaching a maximum and followed by a 
post-peak decay during final maturation stage. Additionally, it was found that the 
depolarization ratio of the ν1 band hardly varies during the post-harvest evolution of the 
fruit. 
6. A theoretical, kinetic and spectroscopic model has been developed in order to 
describe the temporal evolution of the Raman signal using only two parameters: the rate 
coefficient of the carotenoids synthesis and the fruit scattering coefficient. The model 
describes satisfactorily the post-harvest evolution of the studied tomatoes, 
demonstrating the usefulness of Raman spectroscopy to determine the quality of the 
fruits and their evolution during ripening process. 
7. The thermal stability of β-carotene and lycopene has been evaluated by Resonance 
Raman Spectroscopy and by infrared spectroscopy at different heating times and at 
different temperatures. It has been determined that the thermal degradation, followed a 
firs order kinetics, obtaining the following values for the rate coefficients: [T = 90 °C  
k = (2.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 100 °C  k = (3.2 ± 0.2) ּ 10-3 min-1], [T = 115 °C  k 
= (5.5 ± 0.2) ּ 10-3 min-1] and [T = 130 °C  k = (11.6 ± 0.7) ּ 10-3 min-1] for the β-
carotene degradation, and [T = 115 °C  k = (9 ± 1) ּ 10-3 min-1] in the case of 
lycopene. These values, have allowed deducing a greater stability of β-carotene in 
comparison with the lycopene. In addition, for the β-carotene reaction the activation 
energy has been determined to be (51 ± 3) kJ/mol. 
8. The structures, energies and frontier orbitals, as well as the theoretical spectra of both 
the reagents and some products expected in the thermal degradation of β-carotene, have 
been analyzed by two molecular modeling methods: mPW1PW91 and ωB97xD using 
the basis set 6-31G*. This methodology has allowed obtaining information not only on 
the initial stabilities of the two main compounds under study, but also on some 
degradation products whose calculated spectra coincided with and those obtained 
experimentally. All of them, belonging to the apocarotenals family highlighting the 
retinal, which showed the greater coincidence. This detailed study has confirmed some 
key steps in the oxidation pathways of β-carotene in the presence of atmospheric 
oxygen.  
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APÉNCICE I 
Apéndice I.a 
En esta primera sección del Apéndice I se va a derivar el cociente de despolarización a 
partir de [ 4.7] del texto 
Г = ρ
1−
1
2
Bx(1+γ⊥)
1−
1
2
Bx(1+γ||)
= ρ {
1−Z1x
1−Z2x
}             [A.1] 
donde Z1 =
1
2
B(1 + γ⊥) y además Z2 =
1
2
B(1 + γ||) en este punto, se puede hacer un 
desarrollo en serie de la siguiente manera (1 + z) − 1 = 1 − z + z2 +⋯ en [A.1] 
obteniéndose tras despreciar los términos que van más allá del cuadrático lo siguiente 
Г = ρ{1 − z1x} ∙ {1 + z2x + z2
2x2} 
que puede reducirse a  
Г = ρ{1 + x(Z2 − Z1)} + {x
2Z2(Z2 − Z1} 
Debido a que no existe información de 
σR
a⊥
σR
a|| en este punto se supone que el ratio 
γ⊥
γ||
 
viene dado por  
σR
a⊥
σa
⁄
σR
a||
σa
⁄
=
σR
a⊥
σR
a|| = ρ y como consecuencia γ
⊥ = ργ||. Así pues: 
z2 − z1 =
1
2
 B(γ|| − γ⊥) =
1
2
Bγ||(1 − ρ) =
1
2
 σa  Ns
 σR
a||
σa
(1 − ρ) =
1
2
Ns σR
a||
(1 − ρ) 
entonces  
Γ = ρ {1 +
1
2
(1 − ρ) σR
a||
 Ns x +
1
4
σR
a||
 Ns σa Ns(1 − ρ)}            [A.2] 
Para llegar a este punto ha sido necesario realizar la aproximación 1 + γ|| ≃ 1 puesto 
que γ|| < 1 debido a que la sección de atenuación Raman (Stokes), σR
a||
 es generalmente 
menor que la sección de atenuación del láser 𝜎𝑎. Esta última condición sucede porque 
las líneas Raman están desplazadas hacia el rojo con respecto a la longitud de onda de 
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excitación del láser y por lo tanto, su coeficiente de absorción es significativamente más 
pequeño con respecto al de la longitud de onda de la excitación. 
Finalmente, la última ecuación queda definida como 
Γ = ρ +
1
2
ρ(1 − ρ)μR x +
1
4
 ρ(1 − ρ)μR μa x
2             [A.3] 
Donde μR = μa + μs y 𝜇𝑎 es el coeficiente de absorción. Y siendo μi = Ni ּ σi . 
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Apéndice I.b 
La expresión más común para el cociente de despolarización para moléculas 
distribuidas al azar viene dada por
1
  
ρ =
3γ2
45α2+4γ2
              [A.5]  
 
donde α es el promedio de la polarizabilidad y γ representa la anisotropía del tensor. 
De esta manera, si una vibración es totalmente simétrica y si la molécula presenta 
simetría esférica γ = 0 y ρ = 0, por el contrario si las vibraciones no son totalmente 
simétricas se tiene que α = 0 y ρ = 3 4⁄ . 
El β-caroteno puede considerarse como una molécula prácticamente plana siendo el 
grupo de simetría al que más se aproxima el C2h. De esta manera, tanto γ como α 
presentan valores distintos de cero siendo tanto 1 como 2 bandas polarizadas debido a 
que pertenecen a la representación Ag. Dicha consideración justifica que los cocientes 
de despolarización del β-caroteno en acetonitrilo no sean cero.  
En este punto la cuestión debería ser por qué los valores de ρ del β-caroteno tanto en 
matrices de zanahoria como de mango son mayores que los de las disoluciones de 
acetonitrilo y en qué grado, si lo hubiera, esta diferencia estaría relacionada con el orden 
de orientación del pigmento en matrices biológicas.  
Es bien sabido que en muestras que presentan moléculas orientadas o alineadas, como 
cristales líquidos o sólidos cristalinos
2,3
 las propiedades macroscópicas de la muestra 
también son anisotrópicas. De hecho, el orden de orientación de carotenoides ya ha sido 
estudiado en bicapas lipídicas mediante dispersión Raman Resonante con resolución 
angular
4
. Por lo tanto, la distribución molecular orientada al azar, que se ha empleado 
para obtener la Ecuación [A.5] no es válida. 
Por regla general, la orientación molecular de un sistema viene dada por su función de 
distribución de orientación 𝑁(θ) que suele venir dada por una suma infinita de los 
términos pares de los polinomios de Legendre Pl(cos θ), es decir 
Apéndice I 
 
XVI 
 
N(θ) =∑(l +
1
2
) < Pl > Pl(cos θ)
𝐩𝐚𝐫
𝐥
 
Donde <P1> representa el valor promedio de los polinomios de Legendre de orden l, 
normalmente conocido como parámetros de orden, y siendo θ el ángulo entre el 
momento de transición de la absorción y el eje (local) del laboratorio. Dichos 
coeficientes pueden determinarse experimentalmente. Por definición <P0>=1 y <P2> y 
<P4> se estiman mediante espectros Raman polarizados
3
. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, el cociente de despolarización en las 
muestras investigadas se puede dividir en dos grupos, el cociente a espesor cero y el 
resto de coeficientes a espesor distinto de cero que aumentan según lo hace el espesor. 
Con respecto al mayor valor de ρ (es decir, el correspondiente a las muestras a espesor 
cero) del β-caroteno en la matriz biológica en comparación con el de la disolución 
líquida, la respuesta parece asociada a la influencia de los parámetros de órdenes 
elevados, específicamente con los parámetros de alto orden de los polinomios de 
Legendre como por ejemplo <P4> que está íntimamente relacionado con el alineamiento 
molecular.  
De hecho, mientras el espectro Raman de líquidos isotrópicos depende en gran medida 
de <P2>, aquellos de muestras ordenadas, como las de las matrices de zanahoria de la 
presente tesis también dependen de <P4> además del ya citado <P2>. La diferencia en la 
dependencia de estos polinomios se antoja fundamental a la hora de obtener estos 
valores mayores de ρ. Un buen ejemplo de esta dependencia se puede ver en la 
referencia
4
,
 
en cuya Tabla I se proporcionan los valores tanto de <P2> como de <P4> 
para carotenoides impregnados en varias mezclas de lípidos insaturados y agua. 
Aplicando el modelo teórico descrito en la referencia
4
, el cociente de despolarización 
para el caso límite de muestras muy delgadas viene dado por la Ecuación 11b de dicha 
referencia para el caso de una incidencia normal, es decir 𝜃 = 0 
Г(x = 0) ≡ ρ =
I⊥
I||
=
R1
3R1 + R5sen2ϕ
 
donde R1 y R5 son las funciones de Legendre <P2> y <P4> a momentos dados (Ecuación 
9 de la Referencia 2) y ϕ es el ángulo existente entre la dispersión Raman una vez 
atravesada la muestra y la luz incidente del láser, es decir, en principio ϕ=180°. 
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Desafortunadamente, con la configuración experimental que se ha empleado no ha sido 
posible medir la dispersión Raman en función del ángulo, por lo que no se han podido 
extraer los valores de <P2> y <P4>. En lugar de eso, se han empleado valores típicos 
obtenidos de muestras reales que contienen β-caroteno (Tabla I de la Referencia 4). 
Específicamente se tomaron <P2> = 0.45 y <P2> y <P4> = 0.31 considerando el ángulo 
de la luz dispersada entre 175° y 180°. Empleando los valores del modelo citado se ha 
obtenido un valor de 0.35 para el cociente de despolarización a espesor 0 (ρ). 
Los ejemplos antes mencionados nos muestran un cierto alineamiento del β-caroteno, 
debido a que <P4> puede tomar valores comprendidos entre -0.5 y 1, el cociente de 
despolarización continúa siendo superior que el obtenido en las disoluciones de 
acetonitrilo.  
Con respecto a la segunda cuestión, la dependencia con el espesor, el principal efecto 
mostrado en esta parte de la tesis doctoral es el aumento de la dispersión difusa y por lo 
tanto de Г con el espesor. 
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Tabla II.1 Parámetros geométricos del β-caroteno con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53822 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.22674 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -77.38416 
C(1)-C(1b) 1.53868 C(1a)-C(1)-C(2) 110.17771 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 165.09210 
C(1)-C(2) 1.53751 C(1b)-C(1)-C(2) 107.14729 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 111.16826 
C(1)-C(6) 1.53788 C(1a)-C(1)-C(6) 109.13088 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -129.65851 
C(2)-C(3) 1.51921 C(1b)-C(1)-C(6) 110.96565 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -68.52281 
C(3)-C(4) 1.51994 C(2)-C(1)-C(6) 111.13833 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 50.65042 
C(4)-C(5) 1.50818 C(1)-C(2)-C(3) 112.72669 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -62.05124 
C(5)-C(5a) 1.50391 C(2)-C(3)-C(4) 109.12490 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 45.83378 
C(5)=C(6) 1.35379 C(3)-C(4)-C(5) 113.69009 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) 167.69151 
C(6)-C(7) 1.47009 C(4)-C(5)-C(5a) 112.77386 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) 175.55918 
C(7)=C(8) 1.35097 C(4)-C(5)=C(6) 122.75438 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) -6.66184 
C(8)-C(9) 1.45031 C(5a)-C(5)=C(6) 124.43939 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) -48.03956 
C(9)-C(9a) 1.50183 C(5)=C(6)-C(7) 122.45268 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) -178.85357 
C(9)=C(10) 1.36426 C(6)-C(7)=C(8) 125.59413 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 178.66273 
C(10)-C(11) 1.43192 C(7)=C(8)-C(9) 126.06052 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -1.10530 
C(11)=C(12) 1.36019 C(8)-C(9)-C(9a) 118.27592 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.66950 
C(12)-C(13) 1.43988 C(9a)-C(9)=C(10) 123.52021 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.96702 
C(13)-C(13a) 1.50263 C(8)-C(9)=C(10) 118.20343 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.08545 
C(13)=C(14) 1.36900 C(9)=C(10)-C(11) 128.05258 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.79883 
C(14)-C(15) 1.42620 C(10)-C(11)=C(12) 122.92929 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.81308 
C(15)=C(15´) 1.36399 C(11)=C(12)-C(13) 126.35496 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.21621 
  C(12)-C(13)-C(13a) 118.40749 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) 179.93713 
  C(12)-C(13)-C(14) 118.25653 C(13)=C(14)-C(15)=C(15`) -179.96568 
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.33597 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) -0.09370 
  C(13)=C(14)-C(15) 128.08729   
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.42079   
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Tabla III.2 Parámetros geométricos del licopeno con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/° 
C(1)-C(1a) 1.50401 C(1a)-C(1)-C(1b) 114.31829 C(1a)-C(1)=C(2)-C(3) -179.41518 
C(1)-C(1b) 1.50260 C(1a)-C(1)-C(2) 120.69839 C(1b)-C(1)=C(2)-C(3) 0.77516 
C(1)=C(2) 1.33955 C(1b)-C(1)-C(2) 124.98308 C(1)=C(2)-C(3)-C(4) 115.08369 
C(2)-C(3) 1.49824 C(1)-C(2)-C(3) 128.62822 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 176.18067 
C(3)-C(4) 1.54377 C(2)-C(3)-C(4) 111.87626 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) 67.23923 
C(4)-C(5) 1.50525 C(3)-C(4)-C(5) 113.89537 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) 179.15094 
C(5)-C(5a) 1.50130 C(4)-C(5)-C(5a) 115.79178 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) -0.29892 
C(5)=C(6) 1.35177 C(4)-C(5)=C(6) 120.05358 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) -179.46930 
C(6)-C(7) 1.44165 C(5a)-C(5)=C(6) 124.15254 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.95215 
C(7)=C(8) 1.35571 C(5)=C(6)-C(7) 127.84219 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 0.40024 
C(8)-C(9) 1.44410 C(6)-C(7)=C(8) 122.95103 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) 179.85638 
C(9)-C(9a) 1.50250 C(7)=C(8)-C(9) 126.46313 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) -0.09501 
C(9)=C(10) 1.36635 C(8)-C(9)-C(9a) 118.25732 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.76988 
C(10)-C(11) 1.42992 C(9a)-C(9)=C(10) 123.43822 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) 179.85969 
C(11)=C(12) 1.36132 C(8)-C(9)=C(10) 118.30444 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.03465 
C(12)-C(13) 1.43862 C(9)=C(10)-C(11) 128.13974 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.91787 
C(13)-C(13a) 1.50284 C(10)-C(11)=C(12) 122.85302 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) 179.89883 
C(13)=C(14) 1.36976 C(11)=C(12)-C(13) 126.42792 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) -0.05122 
C(14)-C(15) 1.42541 C(12)-C(13)-C(13a) 118.45375 C(13)=C(14)-C(15)=C(15`) -179.99569 
C(15)=C(15´) 1.36464 C(12)-C(13)-C(14) 118.30444   
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.29578   
  C(13)=C(14)-C(15) 128.11175   
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.42696   
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Método de cálclulo ωB97xD con base 6-31G* 
Tal y como se ha comentado con anterioridad, este método tiene en cuenta las interacciones 
moleculares y las dispersiones a largo alcance. La manera de proceder fue similar a las 
anteriores. Por ello, en primer lugar se obtuvo la geometría optimizada de ambas moléculas para 
posteriormente calcular sus espectros teóricos. 
β-Caroteno 
Procediendo en el mismo orden que en el resto de cálculos, la primera molécula objeto de 
estudio fue la de β-caroteno, donde se obtuvieron dos geometrías claramente diferenciadas. La 
primera de ellas contaba con una energía de -1557.40657 Hartrees mientras que la segunda 
presentaba una energía de -1557.41047 Hartrees, siendo la diferencia energética entre ambas 
configuraciones de 3.9 ּ 10-3 Hartrees que se corresponde con 10.24 kJ/mol, por lo que puede 
afirmarse que se trata de dos geometrías diferentes. Los cálculos realizados se harán por tanto 
para la disposición más estable, es decir en base a la que fue calculada en segundo lugar. 
La geometría optimizada mediante el método de cálculo ωB97xD se presenta en la FiguraII.1. La 
molécula ha sido numerada convenientemente y sus parámetros estructurales más significativos 
se pueden consultar en la Tabla III.3. 
Como se puede comprobar, existe una similitud estructural manifiesta en comparación con el 
otro método de cálculo. 
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Tabla III.3 Parámetros geométricos del β-caroteno con el método/base de cálculo B97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.54047 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.36831 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -77.01539 
C(1)-C(1b) 1.54078 C(1a)-C(1)-C(2) 110.17106 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 165.08700 
C(1)-C(2) 1.53985 C(1b)-C(1)-C(2) 107.50668 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 109.99421 
C(1)-C(6) 1.53790 C(1a)-C(1)-C(6) 108.96130 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -130.88075 
C(2)-C(3) 1.52278 C(1b)-C(1)-C(6) 110.77523 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -68.68568 
C(3)-C(4) 1.52314 C(2)-C(1)-C(6) 111.01716 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 50.43937 
C(4)-C(5) 1.51213 C(1)-C(2)-C(3) 112.64828 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) -61.81279 
C(5)-C(5a) 1.50812 C(2)-C(3)-C(4) 109.21678 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 45.99628 
C(5)=C(6) 1.34766 C(3)-C(4)-C(5) 113.51785 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) 166.27034 
C(6)-C(7) 1.47905 C(4)-C(5)-C(5a) 112.89357 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) 175.93665 
C(7)=C(8) 1.34320 C(4)-C(5)=C(6) 122.70985 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) -5.80468 
C(8)-C(9) 1.46272 C(5a)-C(5)=C(6) 124.37663 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) -54.72120 
C(9)-C(9a) 1.50563 C(5)=C(6)-C(7) 122.11476 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) -178.06470 
C(9)=C(10) 1.35382 C(6)-C(7)=C(8) 124.43182 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 178.32442 
C(10)-C(11) 1.44703 C(7)=C(8)-C(9) 126.04412 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -0.98296 
C(11)=C(12) 1.34952 C(8)-C(9)-C(9a) 117.69094 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -178.89811 
C(12)-C(13) 1.45666 C(9a)-C(9)=C(10) 124.01269 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) 178.44117 
C(13)-C(13a) 1.50607 C(8)-C(9)=C(10) 118.29244 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.36201 
C(13)=C(14) 1.35640 C(9)=C(10)-C(11) 127.80102 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.01526 
C(14)-C(15) 1.44371 C(10)-C(11)=C(12) 122.78512 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 178.29319 
C(15)=C(15´) 1.35170 C(11)=C(12)-C(13) 126.09868 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -1.23565 
  C(12)-C(13)-C(13a) 117.81540 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.01778 
  C(12)-C(13)-C(14) 118.30306 C(13)=C(14)-C(15)=C(15`) 0.48028 
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.87972 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.48028 
  C(13)=C(14)-C(15) 127.86221   
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.21798   
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Figura II.1 Estructura molecular más estable del β-caroteno calculada con el método B97xD. 
De igual manera que sucedía con el método de cálculo presentado en la memoria, entre algunos 
enlaces existe una línea punteada que se corresponde con el efecto de la conjugación a lo largo 
de la parte central de la estructura. 
Orbitales HOMO y LUMO 
De manera análoga a los casos anteriores y mediante [5.1], [5.2], [5.3], [5.4], [5.5] se calcularon 
los parámetros que dan una idea de la reactividad empleando para ello las energías 
pertenecientes a los orbitales HOMO y LUMO. 
Orbital HOMO del β-caroteno 
En la Figura II.2 se puede observar cómo está distribuido el orbital HOMO en la molécula de β-
caroteno calculado con la metodología ωB97xD. 
 
Figura II.2 Distribución del orbital HOMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de β-caroteno. 
Igual que sucedía con las metodologías anteriores estos orbitales se distribuyen a lo largo de la 
zona central de la molécula y no hacia los anillos laterales. 
El reparto es similar al mostrado en la memoria, ya que se produce mayoritariamente sobre 
aquellas zonas cuyo carácter más cercano al doble enlace es significativo. 
Orbital LUMO del β-caroteno 
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Procediendo de igual manera en la Figura II.3 se puede apreciar la distribución del orbital 
LUMO en una molécula de β-caroteno. 
 
Figura II.3 Distribución del orbital LUMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de β-caroteno. 
Finalmente, en la Tabla II.4 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones [5.1],[5.2], 
[5.3], [5.4], [5.5] del texto. 
En este caso la distribución se produce sobre los enlaces cuyo carácter se acerca más al sencillo, 
al contrario de lo que sucedía para el orbital HOMO. 
Tabla II.4 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la configuración más 
estable del β-caroteno. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ (fragilidad), μ (potencial), 
ω°(electrofilia global). 
Parámetro β-Caroteno 
-EHOMO /eV 6.21 
-ELUMO / eV 0.50 
ΔE / eV 5.71 
η / eV 2.86 
σ / eV 1 0.35 
µ / eV -3.36 
ω° / eV 1.97 
 
En este caso, las diferencias de energía entre el HOMO y el LUMO son mayores en comparación 
con la metodología anterior. Esto puede deberse a que gracias las interacciones intramoleculares 
de largo alcance la molécula se estabiliza.  
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El poder antioxidante para el β-caroteno calculado mediante [5.6] del texto para este caso es de 
W= 1515.8. 
Espectro IR del β-caroteno 
En la Figura II.4 se puede apreciar el espectro de infrarrojo normalizado al máximo obtenido 
para esta metodología de cálculo. Lo primero que llama la atención es su similitud con el 
obtenido mediante el método mPW1PW91 aunque con ciertas diferencias en las intensidades. 
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Figura II.4 Espectro IR obtenido mediante cálculos computacionales del β-caroteno. 
En este caso y en los sucesivos al tratarse de otro método de cálculo la corrección aplicada en el 
eje de abscisas ha sido diferente y se ha realizado aplicando el factor descrito en la referencia del 
organismo NIST
1
.  
Espectro Espectro Raman del β-caroteno 
En la Figura II.5 se presenta el espectro Raman modelizado para el β-caroteno también 
normalizado y con las correcciones de desplazamientos antes citadas. En este caso, las 
intensidades han variado notablemente con respecto a las encontradas en el método anterior y es 
necesario hacer un recuadro interior para apreciar el efecto ya conocido de la inversión en la 
intensidad de las bandas cercanas a 1250 cm
-1
 siendo además mediante esta metodología menos 
ostensible. 
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Figura II.5 Espectro Raman obtenido mediante cálculos computacionales del β-caroteno. En la parte interior de la 
figura se destacan los modos vibracionales cuya inversión dependiendo de la muestra ya ha sido comentada. 
Por otro lado en cuanto a desplazamientos, una vez aplicado el factor de corrección no existen 
diferencias tan significativas si se compara con el otro método. 
 Licopeno 
Para la optimización de la geometría en el caso del licopeno por este método se hicieron cálculos 
para dos disposiciones, en la primera de ellas se obtuvo una energía para el sistema de -
1557.34244 Hartrees, mientras que para la segunda el valor fue de -1557.34274 Hartrees, siendo 
la diferencia de energías 3.00 ּ 10-4 Hartrees que es equivalente a 0.79 kJ/mol. Debido a esta 
pequeña diferencia de energías puede tratarse prácticamente de la misma configuración, pero por 
comodidad se trabajará con la de menor energía, es decir, con la última que fue calculada.  
A pesar de tratarse de una configuración muy próxima a la obtenida por el otro método 
mPW1PW91 existen ligeras variaciones en cuanto a distancias de enlace y ángulos que se 
pueden consultar en la Tabla III.5. 
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Tabla III.5 Parámetros geométricos del β-caroteno con el método/base de cálculo B97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.50707 C(1a)-C(1)-C(1b) 114.46167 C(1a)-C(1)=C(2)-C(3) -179.19446 
C(1)-C(1b) 1.50713 C(1a)-C(1)-C(2) 121.31702 C(1b)-C(1)=C(2)-C(3) 0.91147 
C(1)=C(2) 1.33724 C(1b)-C(1)-C(2) 124.22124 C(1)=C(2)-C(3)-C(4) 92.81924 
C(2)-C(3) 1.50479 C(1)-C(2)-C(3) 126.95590 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) 92.81924 
C(3)-C(4) 1.54472 C(2)-C(3)-C(4) 112.07462 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) 69.13572 
C(4)-C(5) 1.50904 C(3)-C(4)-C(5) 113.25856 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) 178.40315 
C(5)-C(5a) 1.50641 C(4)-C(5)-C(5a) 115.37615 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) -0.13698 
C(5)=C(6) 1.34561 C(4)-C(5)=C(6) 120.24409 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) -178.65994 
C(6)-C(7) 1.45293 C(5a)-C(5)=C(6) 124.36508 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.93994 
C(7)=C(8) 1.34734 C(5)=C(6)-C(7) 127.57867 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 0.53653 
C(8)-C(9) 1.45871 C(6)-C(7)=C(8) 122.85937 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.93993 
C(9)-C(9a) 1.50621 C(7)=C(8)-C(9) 126.20897 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.03407 
C(9)=C(10) 1.35515 C(8)-C(9)-C(9a) 117.71389 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.66594 
C(10)-C(11) 1.44598 C(9a)-C(9)=C(10) 123.88157 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.97084 
C(11)=C(12) 1.35008 C(8)-C(9)=C(10) 118.40454 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -0.07306 
C(12)-C(13) 1.45607 C(9)=C(10)-C(11) 127.89930 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 179.90356 
C(13)-C(13a) 1.50609 C(10)-C(11)=C(12) 122.68464 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.92024 
C(13)=C(14) 1.35662 C(11)=C(12)-C(13) 126.18664 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.05487 
C(14)-C(15) 1.44340 C(12)-C(13)-C(13a) 117.86041 C(13)=C(14)-C(15)=C(15`) 179.97589 
C(15)=C(15´) 1.35190 C(12)-C(13)-C(14) 118.40454   
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.85160   
  C(13)=C(14)-C(15) 127.88299   
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.20321   
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Estructura 
En la Figura II.6 se presenta la molécula de licopeno con la geometría optimizada siendo muy 
similar a la calculada mediante el método anterior. 
 
Figura II.6 Estructura molecular más estable del licopeno calculada con el método antes citado. 
Obsérvese cómo, a pesar de emplear un método diferente de cálculo, el efecto de la conjugación 
asociado a las líneas discontinuas, sigue estando muy presente a lo largo de la parte central de la 
estructura, al igual que sucedía con la molécula de β-caroteno. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO del licopeno: 
En la Figura II.7 se presenta la distribución del orbital HOMO para el caso del licopeno 
calculado mediante el método ωB97xD. 
 
Figura II.7 Distribución del orbital HOMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de licopeno. 
Al tratarse de métodos similares, el comportamiento del orbital HOMO es muy parecido al 
presentado en la memoria, ya que éste se distribuye sobre aquellos enlaces cuya proximidad al 
carácter de doble enlace es mayor. 
Los orbitales representados son enlazantes y de tipo π, al igual que en el resto de estructuras ya 
presentadas obtenidas por ambos métodos de cálculo. 
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Orbital LUMO del licopeno:  
En la Figura II.8 se puede observar la distribución del orbital LUMO perteneciente a una 
molécula de licopeno.  
 
Figura II.8 Distribución del orbital HOMO a lo largo de la molécula con la geometría optimizada de licopeno. 
La mayor contribución se presenta en la parte central de la molécula, siendo despreciable la 
aportación orbitalaria en los extremos de la misma.  
De igual manera que sucedía con el otro método de cálculo, en este caso la distribución 
mayoritaria de los orbitales se produce sobre aquellos enlaces con carácter más cercano al 
simple, tanto por la apariencia de su estructura como por sus distancias de enlace presentadas en 
la Tabla II.5. 
Por otro lado en la Tabla II.6 se presentan los parámetros calculados mediante el empleo de las 
ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 5.5 y 5.6 del texto. 
Tabla II.6 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la configuración más 
estable del licopeno. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ (fragilidad), μ (potencial), 
ω°(electrofilia global). 
Parámetro Licopeno 
-EHOMO /eV 6.09 
-ELUMO / eV 0.54 
ΔE / eV 5.55 
η / eV 2.77 
σ / eV 1 0.36 
µ / eV -3.32 
ω° / eV 1.98 
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Es muy interesante darse cuenta de que lo comentado para el método anterior continúa siendo 
válido para este método. Ya que la diferencia de energías entre el HOMO y el LUMO es menor 
para el caso del licopeno en comparación con el β-caroteno, y variando los parámetros del 
mismo modo que lo hacían con el otro método, aunque en este caso existe una menor diferencia. 
El poder antioxidante para esta metodología obtenido con [5.6] para el caso del licopeno fue de 
W=2218.16. 
Comparación de parámetros de β-caroteno y licopeno 
En primer lugar se puede observar una gran diferencia energética entre los orbitales HOMO y 
LUMO de ambos carotenoides, del orden de unos 5.7 eV. 
Además, si se observan con detenimiento la Tabla 5.10 y 5.11 y teniendo en cuenta los valores 
de las energías del orbital HOMO se ha calculado el poder antioxidante de ambos polienos. En el 
caso del licopeno (2218.16) los valores fueron mayores en comparación con el β-caroteno 
(1515.8), aunque dentro del mismo orden de magnitud. El licopeno, por tanto, presenta mayor 
poder antioxidante siendo este hecho consistente con otros estudios
2
 ver Capítulo 5. 
En el caso del β-caroteno el valor de dureza fue de 2.86 eV, mientras que para el licopeno fue de 
2.77 eV, lo que indica que se puede esperar una mayor reactividad en el caso de éste último. 
El índice de electrofilia global es una medida del poder electrofílico, da una idea de cómo varía 
la energía cuando un sistema es saturado con electrones
3
, en este caso es prácticamente igual 
para ambos. 
Finalmente, la fragilidad que da una idea de la reactividad (ver capítulo 5) fue de (0.36 eV
-1
) para 
el β-caroteno y de (0.35 eV-1) para el licopeno. A pesar de ser muy similares la del licopeno se 
encuentra ligeramente por encima. 
Espectro IR del licopeno 
En la Figura II.9 se presenta el espectro infrarrojo obtenido para una molécula de licopeno cuya 
geometría ha sido optimizada. Dicho espectro, al igual que los anteriores se encuentra 
normalizado al máximo y se le ha aplicado la corrección en el eje de abscisas correspondiente a 
esta metodología. 
Merece la pena destacar que los modos principales coinciden con los calculados mediante la otra 
metodología, aproximándose también a los resultados obtenidos experimentalmente. 
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Figura II.9 Espectro IR obtenido mediante cálculos computacionales del licopeno. 
Espectro Raman del licopeno: 
Finalmente, en la Figura II.10 se muestra el espectro Raman modelizado para una molécula de 
licopeno. Es preciso recordar que en esta metodología se tienen en cuenta las interacciones a 
largo alcance y por ello pueden existir ciertas variaciones en comparación con los obtenidos con 
el otro método. La diferencia más destacable tiene que ver con las intensidades relativas de las 
señales. Por otro lado el efecto de la inversión de picos ya comentada se mantiene para este caso, 
ya que el cociente varía con respecto a la molécula de β-caroteno pudiendo apreciarse este hecho 
en el recuadro interior de la figura. 
Por último, tal y como se ha ido comentando es necesario destacar que aparecen más vibraciones 
en comparación con los espectros obtenidos experimentalmente, como ya se ha explicado este 
efecto tiene que ver con las condiciones resonantes en las que se han adquirido los espectros 
reales que hace que algunas señales se intensifiquen sobre otras que no se encuentran acopladas 
energéticamente a las transiciones electrónicas, por ello este efecto es esperable. 
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Figura II.10 Espectro Raman obtenido mediante cálculos computacionales del β-caroteno. En la parte interior de la 
figura se destacan los modos vibracionales cuya inversión dependiendo de la muestra ya ha sido comentada. 
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Tabla III.1 Parámetros geométricos del Retinal con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53883 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.29390 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -164.68527 
C(1)-C(1b) 1.53802 C(1a)-C(1)-C(2) 107.12286 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 77.72398 
C(1)-C(2) 1.53770 C(1b)-C(1)-C(2) 110.17930 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 129.13915 
C(1)-C(6) 1.53802 C(1a)-C(1)-C(6) 110.92846 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -111.62348 
C(2)-C(3) 1.51915 C(1b)-C(1)-C(6) 109.13730 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -50.95265 
C(3)-C(4) 1.52003 C(2)-C(1)-C(6) 111.12649 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 68.28471 
C(4)-C(5) 1.50767 C(1)-C(2)-C(3) 112.76369 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 62.02731 
C(5)-C(5a) 1.50385 C(2)-C(3)-C(4) 109.10587 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -46.04825 
C(5)=C(6) 1.35426 C(3)-C(4)-C(5) 113.71466 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.68760 
C(6)-C(7) 1.46887 C(4)-C(5)-C(5a) 112.72859 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.54618 
C(7)=C(8) 1.35071 C(4)-C(5)=C(6) 122.62493 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 6.79403 
C(8)-C(9) 1.45112 C(5a)-C(5)=C(6) 124.61057 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 46.78146 
C(9)-C(9a) 1.50172 C(5)=C(6)-C(7) 122.29495 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.58483 
C(9)=C(10) 1.36352 C(6)-C(7)=C(8) 125.61441 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -179.26311 
C(10)-C(11) 1.43324 C(7)=C(8)-C(9) 125.89681 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 0.74966 
C(11)=C(12) 1.35701 C(8)-C(9)-C(9a) 118.31677 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.71880 
C(12)-C(13) 1.44740 C(9a)-C(9)=C(10) 123.64395 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.96638 
C(13)-C(13a) 1.50442 C(8)-C(9)=C(10) 118.03927 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.26769 
C(13)=C(14) 1.36125 C(9)=C(10)-C(11) 127.72836 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.84388 
C(14)-C(15) 1.45561 C(10)-C(11)=C(12) 122.98091 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.95671 
C(15)=O 1.21829 C(11)=C(12)-C(13) 125.92905 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.05362 
  C(12)-C(13)-C(14) 118.13185 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.92397 
  C(12)-C(13)-C(13a) 118.06937 C(13)=C(14)-C(15)=O -179.92779 
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.79877 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.06506 
  C(13)=C(14)-C(15) 127.16216   
  C(14)-C(15)=O 123.01809   
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Tabla III.2 Parámetros geométricos de la β-apo-13-carotenona con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53891 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.26988 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -164.97356 
C(1)-C(1b) 1.53824 C(1a)-C(1)-C(2) 107.16204 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) -111.22955 
C(1)-C(2) 1.53728 C(1b)-C(1)-C(2) 110.15341 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 129.54159 
C(1)-C(6) 1.53804 C(1a)-C(1)-C(6) 110.94951 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -111.22955 
C(2)-C(3) 1.51932 C(1b)-C(1)-C(6) 109.15029 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -50.49081 
C(3)-C(4) 1.51982 C(2)-C(1)-C(6) 111.10285 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 68.73804 
C(4)-C(5) 1.50769 C(1)-C(2)-C(3) 112.70667 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 62.09054 
C(5)-C(5a) 1.50379 C(2)-C(3)-C(4) 109.12523 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.97224 
C(5)=C(6) 1.35428 C(3)-C(4)-C(5) 113.72094 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.64359 
C(6)-C(7) 1.46889 C(4)-C(5)-C(5a) 112.75572 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.83429 
C(7)=C(8) 1.35015 C(4)-C(5)=C(6) 122.62533 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 6.44785 
C(8)-C(9) 1.45245 C(5a)-C(5)=C(6) 124.58478 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 46.82107 
C(9)-C(9a) 1.50164 C(5)=C(6)-C(7) 122.33297 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.57777 
C(9)=C(10) 1.36218 C(6)-C(7)=C(8) 125.71359 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -179.12348 
C(10)-C(11) 1.43637 C(7)=C(8)-C(9) 125.78498 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 0.86535 
C(11)=C(12) 1.35184 C(8)-C(9)-C(9a) 118.26301 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.85640 
C(12)-C(13) 1.47075 C(9a)-C(9)=C(10) 123.69416 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.98717 
C(13)-C(13a) 1.51613 C(8)-C(9)=C(10) 118.04283 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.15542 
C(13)=O 1.22103 C(9)=C(10)-C(11) 127.50873 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.94775 
  C(10)-C(11)=C(12) 123.45686 C(11)=C(12)-C(13)=O 179.94419 
  C(11)=C(12)-C(13) 125.40568 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -0.04663 
  C(12)-C(13)-C(13a) 119.36847   
  C(13a)-C(13)=O 120.72230   
  C(12)=C(13)=O 119.90923   
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Tabla III.3 Parámetros geométricos del β-apo-14´-carotenal con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53875 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.30437 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -164.73794 
C(1)-C(1b) 1.53816 C(1a)-C(1)-C(2) 107.14503 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 77.65073 
C(1)-C(2) 1.53791 C(1b)-C(1)-C(2) 110.17059 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 129.17659 
C(1)-C(6) 1.53786 C(1a)-C(1)-C(6) 110.92398 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -111.58584 
C(2)-C(3) 1.51910 C(1b)-C(1)-C(6) 109.12153 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -51.06363 
C(3)-C(4) 1.51997 C(2)-C(1)-C(6) 111.12369 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 68.17394 
C(4)-C(5) 1.50754 C(1)-C(2)-C(3) 112.75082 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 62.05860 
C(5)-C(5a) 1.50397 C(2)-C(3)-C(4) 109.10646 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -46.02230 
C(5)=C(6) 1.35423 C(3)-C(4)-C(5) 113.69240 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.67718 
C(6)-C(7) 1.46899 C(4)-C(5)-C(5a) 112.70497 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.34748 
C(7)=C(8) 1.35085 C(4)-C(5)=C(6) 122.67180 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 6.91191 
C(8)-C(9) 1.45042 C(5a)-C(5)=C(6) 124.58976 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 47.14798 
C(9)-C(9a) 1.50153 C(5)=C(6)-C(7) 122.28594 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.46562 
C(9)=C(10) 1.36416 C(6)-C(7)=C(8) 125.39836 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -178.72268 
C(10)-C(11) 1.43211 C(7)=C(8)-C(9) 126.07272 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 1.25037 
C(11)=C(12) 1.35878 C(8)-C(9)-C(9a) 118.37117 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.88197 
C(12)-C(13) 1.44281 C(9a)-C(9)=C(10) 123.59835 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.95397 
C(13)-C(13a) 1.50250 C(8)-C(9)=C(10) 118.03048 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.14649 
C(13)=C(14) 1.36661 C(9)=C(10)-C(11) 127.85934 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.91310 
C(14)-C(15) 1.43096 C(10)-C(11)=C(12) 122.91155 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.98574 
C(15)=C(15´) 1.35455 C(11)=C(12)-C(13) 126.09688 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.03542 
C(15´)-C(14´) 1.45568 C(12)-C(13)-C(14) 118.09391 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.94385 
C(14´)=O 1.21577 C(12)-C(13)-C(13a) 118.36590 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) 179.96196 
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.54019 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.03382 
  C(13)=C(14)-C(15) 127.41262 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) -179.97969 
  C(14)-C(15)=C(15´) 124.36761 C(15)=C(15´)-C(14´)=O 179.95672 
  C(15)=C(15´)-C(14´) 121.05539   
  C(15´)-C(14´)=O 124.82215   
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Tabla III.4 Parámetros geométricos del β-apo-14´-carotenol con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53863 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.26121 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -164.93033 
C(1)-C(1b) 1.53818 C(1a)-C(1)-C(2) 107.18474 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 77.48334 
C(1)-C(2) 1.53775 C(1b)-C(1)-C(2) 110.17741 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 129.50366 
C(1)-C(6) 1.53751 C(1a)-C(1)-C(6) 110.88815 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -111.32980 
C(2)-C(3) 1.51921 C(1b)-C(1)-C(6) 109.12794 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) 129.50366 
C(3)-C(4) 1.52015 C(2)-C(1)-C(6) 111.14820 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) -111.32980 
C(4)-C(5) 1.50795 C(1)-C(2)-C(3) 112.71502 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 62.05048 
C(5)-C(5a) 1.50402 C(2)-C(3)-C(4) 109.12334 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.88504 
C(5)=C(6) 1.35360 C(3)-C(4)-C(5) 113.67230 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.69228 
C(6)-C(7) 1.47064 C(4)-C(5)-C(5a) 112.72970 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.37317 
C(7)=C(8) 1.35031 C(4)-C(5)=C(6) 122.74781 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 6.83131 
C(8)-C(9) 1.45131 C(5a)-C(5)=C(6) 124.49061 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 48.50915 
C(9)-C(9a) 1.50172 C(5)=C(6)-C(7) 122.28576 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.56617 
C(9)=C(10) 1.36262 C(6)-C(7)=C(8) 125.21749 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -178.74933 
C(10)-C(11) 1.43471 C(7)=C(8)-C(9) 126.26856 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 1.25006 
C(11)=C(12) 1.35702 C(8)-C(9)-C(9a) 118.26904 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.73741 
C(12)-C(13) 1.44622 C(9a)-C(9)=C(10) 123.60209 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.70286 
C(13)-C(13a) 1.50308 C(8)-C(9)=C(10) 118.12886 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.26323 
C(13)=C(14) 1.36135 C(9)=C(10)-C(11) 128.14890 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.85960 
C(14)-C(15) 1.44134 C(10)-C(11)=C(12) 122.79183 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.76200 
C(15)=C(15´) 1.34412 C(11)=C(12)-C(13) 126.39777 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.21803 
C(15´)-C(14´) 1.49039 C(12)-C(13)-C(14) 118.22483 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.80467 
C(14´)-O 1.41755 C(12)-C(13)-C(13a) 118.16171 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) -179.68839 
  C(13a)-C(13)=C(14) 123.61345 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.21647 
  C(13)=C(14)-C(15) 123.61345 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) 177.79235 
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.61345 C(15)=C(15´)-C(14´)-O 129.65375 
  C(15)=C(15´)-C(14´) 123.61345   
  C(15´)-C(14´)-O 123.61345   
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Tabla III.5 Parámetros geométricos del β-apo-10´-carotenal con el método/base de cálculo mPW1PW91/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53869 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.24709 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -165.12434 
C(1)-C(1b) 1.53819 C(1a)-C(1)-C(2) 107.16396 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 77.32790 
C(1)-C(2) 1.53745 C(1b)-C(1)-C(2) 110.15940 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 129.71325 
C(1)-C(6) 1.53803 C(1a)-C(1)-C(6) 110.98535 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -111.07728 
C(2)-C(3) 1.51917 C(1b)-C(1)-C(6) 109.12945 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -50.50555 
C(3)-C(4) 1.51976 C(2)-C(1)-C(6) 111.10278 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 68.70392 
C(4)-C(5) 1.50823 C(1)-C(2)-C(3) 112.70223 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 62.08632 
C(5)-C(5a) 1.50381 C(2)-C(3)-C(4) 109.14250 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.88078 
C(5)=C(6) 1.35396 C(3)-C(4)-C(5) 113.70808 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.69545 
C(6)-C(7) 1.46944 C(4)-C(5)-C(5a) 112.84415 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.70733 
C(7)=C(8) 1.35101 C(4)-C(5)=C(6) 122.67089 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 6.56570 
C(8)-C(9) 1.45042 C(5a)-C(5)=C(6) 124.45100 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 47.91554 
C(9)-C(9a) 1.50186 C(5)=C(6)-C(7) 122.46280 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 178.66533 
C(9)=C(10) 1.36451 C(6)-C(7)=C(8) 125.74280 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -178.44999 
C(10)-C(11) 1.43148 C(7)=C(8)-C(9) 125.84462 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 1.23963 
C(11)=C(12) 1.36003 C(8)-C(9)-C(9a) 118.28538 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) 179.58810 
C(12)-C(13) 1.44032 C(9a)-C(9)=C(10) 123.51614 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.64668 
C(13)-C(13a) 1.50260 C(8)-C(9)=C(10) 118.19769 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) -0.08407 
C(13)=C(14) 1.36904 C(9)=C(10)-C(11) 127.83092 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) 179.84776 
C(14)-C(15) 1.42617 C(10)-C(11)=C(12) 123.04027 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 179.83426 
C(15)=C(15´) 1.36320 C(11)=C(12)-C(13) 126.11649 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -0.15674 
C(15´)-C(14´) 1.42735 C(12)-C(13)-C(14) 118.21989 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.84363 
C(14´)=C(13´) 1.36695 C(12)-C(13)-C(13a) 118.41483 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) -179.97791 
C(13´)-C(13a´) 1.50102 C(13a)-C(13)=C(14) 123.36528 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.14689 
C(13´)-C(12´) 1.44219 C(13)=C(14)-C(15) 127.75560 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) -179.98160 
C(12´)=C(11´) 1.35344 C(14)-C(15)=C(15´) 123.62799 C(15)=C(15´)-C(14´)=C(13´) -179.96814 
C(11´)-C(10´) 1.45658 C(15)=C(15´)-C(14´) 122.85795 C(15´)-C(14´)=C(13´)-C(13a´) -0.08717 
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C(10´)=O 1.21567 C(15´)-C(14´)=C(13´) 128.05464 C(14´)=C(13´)-C(12´)=C(11´) -179.76250 
  C(14´)=C(13´)-C(13a´) 124.05728 C(13´)-C(12´)=C(11´)-C(10´) 179.94297 
  C(13a´)-C(13´)-C(12´) 118.24713 C(13a´)-C(13´)-C(12´)=C(11´) 0.16007 
  C(13´)-C(12´)=C(11´) 126.91577 C(12´)=C(11´)-C(10´)=O -179.99516 
  C(12´)=C(11´)-C(10´) 120.62028   
  C(11´)-C(10´)=O 124.82024   
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Tabla III.6 Parámetros geométricos del Retinal con el método/base de cálculo ωB97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.54076 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.36734 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -165.39381 
C(1)-C(1b) 1.54068 C(1a)-C(1)-C(2) 107.49353 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 76.63468 
C(1)-C(2) 1.53950 C(1b)-C(1)-C(2) 110.32083 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 131.36464 
C(1)-C(6) 1.53779 C(1a)-C(1)-C(6) 110.81867 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -109.53590 
C(2)-C(3) 1.52270 C(1b)-C(1)-C(6) 108.88038 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -49.72632 
C(3)-C(4) 1.52346 C(2)-C(1)-C(6) 110.92438 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 69.37315 
C(4)-C(5) 1.51225 C(1)-C(2)-C(3) 112.60825 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 61.81809 
C(5)-C(5a) 1.50801 C(2)-C(3)-C(4) 109.27828 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.81412 
C(5)=C(6) 1.34780 C(3)-C(4)-C(5) 113.56464 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -166.50689 
C(6)-C(7) 1.47819 C(4)-C(5)-C(5a) 112.84729 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -176.55585 
C(7)=C(8) 1.34289 C(4)-C(5)=C(6) 122.61446 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 5.42634 
C(8)-C(9) 1.46328 C(5a)-C(5)=C(6) 124.51243 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 53.98410 
C(9)-C(9a) 1.50542 C(5)=C(6)-C(7) 121.99808 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.45447 
C(9)=C(10) 1.35394 C(6)-C(7)=C(8) 124.61211 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 179.82425 
C(10)-C(11) 1.44683 C(7)=C(8)-C(9) 125.84838 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -0.14838 
C(11)=C(12) 1.34842 C(8)-C(9)-C(9a) 117.65593 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.33333 
C(12)-C(13) 1.46053 C(9a)-C(9)=C(10) 124.14517 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) 179.87030 
C(13)-C(13a) 1.50756 C(8)-C(9)=C(10) 118.19890 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.63738 
C(13)=C(14) 1.35391 C(9)=C(10)-C(11) 127.43991 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.53970 
C(14)-C(15) 1.46423 C(10)-C(11)=C(12) 122.89421 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) -179.91636 
C(15)=O 1.21560 C(11)=C(12)-C(13) 125.73059 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.09123 
  C(12)-C(13)-C(14) 118.12661 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.97689 
  C(12)-C(13)-C(13a) 117.58625 C(13)=C(14)-C(15)=O -179.93228 
  C(13a)-C(13)=C(14) 124.28714 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.01497 
  C(13)=C(14)-C(15) 126.91851   
  C(14)-C(15)=O 122.81369   
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Figura III.1 Estructura molecular más estable del retinal calculada con el método ωB97xD. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO del retinal: 
En la Figura III.2 se expone la distribución del orbital HOMO perteneciente al retinal 
calculado por el método B97xD.  
 
Figura III.2 Orbital HOMO del retinal. 
Se puede confirmar que el reparto se produce sobre las zonas en las que existe una mayor 
contribución al doble enlace, hecho que también se apreciaba en el otro método de cálculo 
presentado en el Capítulo 6.  
Orbital LUMO del retinal 
En la Figura III.3 se puede ver el orbital LUMO del retinal calculado con el método antes 
citado. 
En este caso la distribución se presenta sobre las zonas que presentan una mayor contribución 
de enlace simple, como también sucedía con el otro método presentado en la memoria. En 
todos los casos presentados los orbitales son de tipo π. 
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Figura III.3 Orbital LUMO del retinal. 
En la Tabla III.7 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, y 
5.5 del texto. 
Tabla III.7 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la geometría 
optimizada del retinal. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ (fragilidad), μ 
(potencial), ω°(electrofilia global). 
Parámetro Retinal 
-EHOMO / eV 7.23 
-ELUMO / eV 0.54 
ΔE / eV 6.69 
η / eV 3.35 
σ / eV -1 0.30 
µ / eV -3.89 
ω° / eV 2.26 
 
Espectro IR comparado con experimental 
En la Figura III.4 se presenta el espectro IR calculado del retinal comparado con el espectro 
IR experimental de una muestra que permaneció en el horno 4 horas a 130°C. 
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Figura III.4 Espectro IR calculado y experimental del retinal. 
Al igual que sucedía con el otro método, existe una similitud manifiesta entre los cálculos 
realizados y las señales obtenidas mediante medidas de ATR-IR. 
Como se ha dejado entrever a lo largo de la memoria, se trata de la molécula predicha con un 
mayor grado de coincidencia en comparación con los resultados experimentales obtenidos, 
para más información véase Capítulo 6. 
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Tabla III.8 Parámetros geométricos de la β-apo-13-carotenona con el método/base de cálculo ωB97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.54097 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.32393 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -165.52075 
C(1)-C(1b) 1.54079 C(1a)-C(1)-C(2) 107.40852 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 76.64742 
C(1)-C(2) 1.53956 C(1b)-C(1)-C(2) 110.25217 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 131.33085 
C(1)-C(6) 1.53826 C(1a)-C(1)-C(6) 110.90388 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -109.53447 
C(2)-C(3) 1.52250 C(1b)-C(1)-C(6) 108.93951 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -49.46424 
C(3)-C(4) 1.52320 C(2)-C(1)-C(6) 110.97266 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 69.67044 
C(4)-C(5) 1.51202 C(1)-C(2)-C(3) 112.61646 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 61.66842 
C(5)-C(5a) 1.50822 C(2)-C(3)-C(4) 109.34257 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.46982 
C(5)=C(6) 1.34856 C(3)-C(4)-C(5) 113.67733 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -166.87749 
C(6)-C(7) 1.47710 C(4)-C(5)-C(5a) 112.70299 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -176.59950 
C(7)=C(8) 1.34316 C(4)-C(5)=C(6) 122.63024 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 5.30995 
C(8)-C(9) 1.46361 C(5a)-C(5)=C(6) 124.64287 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 51.18351 
C(9)-C(9a) 1.50540 C(5)=C(6)-C(7) 122.04248 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) -179.86417 
C(9)=C(10) 1.35380 C(6)-C(7)=C(8) 124.90396 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 178.78885 
C(10)-C(11) 1.44792 C(7)=C(8)-C(9) 125.72188 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -0.93620 
C(11)=C(12) 1.34563 C(8)-C(9)-C(9a) 117.73351 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.19543 
C(12)-C(13) 1.47904 C(9a)-C(9)=C(10) 124.13037 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) 179.55354 
C(13)-C(13a) 1.51890 C(8)-C(9)=C(10) 118.13551 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.51057 
C(13)=O 1.21824 C(9)=C(10)-C(11) 127.26322 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.58787 
  C(10)-C(11)=C(12) 123.34565 C(11)=C(12)-C(13)=O -179.84104 
  C(11)=C(12)-C(13) 124.99424 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.40793 
  C(12)-C(13)-C(13a) 119.07817   
  C(13a)-C(13)=O 120.97254   
  C(12)=C(13)=O 119.94882   
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Figura III.5 Estructura molecular más estable de la β-apo-13-carotenona calculada con el método ωB97xD. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO de la β-apo-13-carotenona 
En la Figura III.6 se presenta la distribución del orbital HOMO perteneciente a la β-apo-13-
carotenona calculado por el método B97xD.  
 
Figura III.6 Orbital HOMO de la β-apo-13-carotenona. 
De igual manera que sucedía en la molécula de retinal, en este caso el reparto de los orbitales 
también se acentúa en aquellas zonas en las que la contribución al doble enlace es mayor. 
Orbital LUMO de la β-apo-13-carotenona 
En la Figura III.7 se puede ver el orbital LUMO la β-apo-13-carotenona calculado con el 
método antes citado. 
En este caso, la mayor contribución orbitalaria se localiza sobre las zonas cuyo carácter de 
doble enlace es menor. 
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Figura III.7 Orbital LUMO de la β-apo-13-carotenona. 
En la Tabla III.9 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, y 
5.5 del texto. 
Tabla III.9 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la geometría 
optimizada de la β-apo-13-carotenona. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ 
(fragilidad), μ (potencial), ω°(electrofilia global). 
Parámetro β-apo-13-carotenona 
-EHOMO / eV 7.46 
-ELUMO / eV 0.27 
ΔE / eV 7.19 
η / eV 3.59 
σ / eV -1 0.28 
µ / eV -3.86 
ω° / eV 2.07 
 
Espectro IR comparado con experimental 
En la Figura III.8 se presenta el espectro IR calculado de la β-apo-13-carotenona comparado 
con el espectro IR experimental de una muestra que permaneció en el horno 4 horas a 130°C. 
A pesar de que la coincidencia es aceptable, no es tan buena como en el caso del retinal. En 
primer lugar porque se trata de una molécula que presenta un grupo funcional diferente 
(cetona) en comparación con la citada molécula (aldehído) haciendo que algunas intensidades 
y desplazamientos varíen significativamente.  
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Figura III.8 Espectro IR calculado y experimental de la β-apo-13-carotenona. 
Estos resultados son muy similares a los obtenidos mediante el otro método de cálculo 
presentado en la memoria a lo largo del Capítulo 6. 
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Tabla III.10 Parámetros geométricos del β-apo-14´-carotenal con el método/base de cálculo ωB97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.54087 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.33882 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -164.98198 
C(1)-C(1b) 1.54055 C(1a)-C(1)-C(2) 107.47443 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 77.10070 
C(1)-C(2) 1.53968 C(1b)-C(1)-C(2) 110.30504 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 130.54560 
C(1)-C(6) 1.53795 C(1a)-C(1)-C(6) 110.69916 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -110.38265 
C(2)-C(3) 1.52263 C(1b)-C(1)-C(6) 109.00757 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -50.35721 
C(3)-C(4) 1.52324 C(2)-C(1)-C(6) 110.97492 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 68.71455 
C(4)-C(5) 1.51184 C(1)-C(2)-C(3) 112.63992 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 61.89350 
C(5)-C(5a) 1.50815 C(2)-C(3)-C(4) 109.18877 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.91288 
C(5)=C(6) 1.34832 C(3)-C(4)-C(5) 113.58563 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -166.68359 
C(6)-C(7) 1.47790 C(4)-C(5)-C(5a) 112.82977 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -175.96936 
C(7)=C(8) 1.34322 C(4)-C(5)=C(6) 122.62168 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 5.86513 
C(8)-C(9) 1.46270 C(5a)-C(5)=C(6) 124.52643 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 52.57258 
C(9)-C(9a) 1.50534 C(5)=C(6)-C(7) 121.98610 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 179.56157 
C(9)=C(10) 1.35404 C(6)-C(7)=C(8) 124.46994 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 178.81277 
C(10)-C(11) 1.44661 C(7)=C(8)-C(9) 126.01296 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -0.91327 
C(11)=C(12) 1.34920 C(8)-C(9)-C(9a) 117.74282 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -179.73281 
C(12)-C(13) 1.45778 C(9a)-C(9)=C(10) 124.09360 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) 178.23264 
C(13)-C(13a) 1.50587 C(8)-C(9)=C(10) 118.16296 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) -0.02560 
C(13)=C(14) 1.35645 C(9)=C(10)-C(11) 127.65632 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -179.90536 
C(14)-C(15) 1.44425 C(10)-C(11)=C(12) 122.70952 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 178.61522 
C(15)=C(15´) 1.34735 C(11)=C(12)-C(13) 125.94447 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -1.24351 
C(15´)-C(14´) 1.46448 C(12)-C(13)-C(14) 118.12353 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) 179.91081 
C(14´)=O 1.21309 C(12)-C(13)-C(13a) 117.84884 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) 178.67270 
  C(13a)-C(13)=C(14) 124.02747 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) -0.23991 
  C(13)=C(14)-C(15) 127.20994 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) 179.95684 
  C(14)-C(15)=C(15´) 124.09872 C(15)=C(15´)-C(14´)=O 179.44636 
  C(15)=C(15´)-C(14´) 120.87681   
  C(15´)-C(14´)=O 124.60564   
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Figura III.9 Estructura molecular más estable del β-apo-14´-carotenal calculada con el método ωB97xD. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenal: 
En la Figura III.10 se presenta la distribución del orbital HOMO perteneciente al β-apo-14´-
carotenal calculado por el método B97xD.  
 
Figura III.10 Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenal. 
En este tipo de moléculas, los resultados obtenidos son muy similares a los expuestos 
anteriormente. En la zona del oxígeno perteneciente al grupo carbonilo existe una 
disminución de densidad en comparación con el resto de la cadena hidrocarbonada. 
Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenal 
En la Figura III.11 se puede ver el orbital LUMO la β-apo-14´-carotenonal calculado con el 
método antes citado. 
En la figura se aprecian los orbitales con simetría π con el correspondiente cambio de 
coloración que hace referencia al signo de la función de onda. 
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Figura III.11 Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenal. 
En la Tabla III.11 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, y 
5.5 del texto. 
Tabla III.11 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la geometría 
optimizada del β-apo-14´-carotenal. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ 
(fragilidad), μ (potencial), ω°(electrofilia global). 
Parámetro β-apo-14´-carotenal 
-EHOMO / eV 7.03 
-ELUMO / eV 0.71 
ΔE / eV 6.32 
η / eV 3.16 
σ / eV -1 0.32 
µ / eV -3.87 
ω° / eV 2.37 
 
Espectro IR comparado con experimental 
En la Figura III.12 se presenta el espectro IR calculado del β-apo-14´-carotenal comparado 
con el espectro IR experimental de una muestra que permaneció en el horno 4 horas a 130°C. 
Como sucedía con los cálculos realizados mediante el método presentado en el capítulo 6 no 
puede descartarse alguna contribución de este tipo de moléculas en la muestra experimental 
dado que existe una coincidencia considerable al compararlo con el espectro obtenido 
mediante modelización molecular. 
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Figura III.12 Espectro IR calculado y experimental del β-apo-14´-carotenal. 
 
Los resultados son muy similares a los presentados en el capítulo 6 mediante la otra 
metodología de cálculo empleada mPW1PW91/6-31G*. 
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Tabla III.12 Parámetros geométricos del β-apo-14´-carotenol con el método/base de cálculo ωB97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.53994 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.26706 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -166.40117 
C(1)-C(1b) 1.54079 C(1a)-C(1)-C(2) 107.66748 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 75.62843 
C(1)-C(2) 1.53943 C(1b)-C(1)-C(2) 110.35180 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 132.99173 
C(1)-C(6) 1.53700 C(1a)-C(1)-C(6) 110.81818 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -108.06778 
C(2)-C(3) 1.52301 C(1b)-C(1)-C(6) 108.82335 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -48.26926 
C(3)-C(4) 1.52380 C(2)-C(1)-C(6) 110.87797 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 70.67123 
C(4)-C(5) 1.51216 C(1)-C(2)-C(3) 112.58389 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 61.44946 
C(5)-C(5a) 1.50819 C(2)-C(3)-C(4) 109.43941 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -44.64383 
C(5)=C(6) 1.34734 C(3)-C(4)-C(5) 113.77956 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -167.10278 
C(6)-C(7) 1.48007 C(4)-C(5)-C(5a) 112.89656 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -177.01929 
C(7)=C(8) 1.34266 C(4)-C(5)=C(6) 122.76613 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 4.80894 
C(8)-C(9) 1.46322 C(5a)-C(5)=C(6) 124.31531 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 57.43633 
C(9)-C(9a) 1.50547 C(5)=C(6)-C(7) 121.81271 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) -179.64340 
C(9)=C(10) 1.35318 C(6)-C(7)=C(8) 124.19105 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) -179.73812 
C(10)-C(11) 1.44816 C(7)=C(8)-C(9) 126.18069 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) 0.61845 
C(11)=C(12) 1.34844 C(8)-C(9)-C(9a) 117.64356 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) -178.68242 
C(12)-C(13) 1.45951 C(9a)-C(9)=C(10) 124.10453 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) -179.63109 
C(13)-C(13a) 1.50643 C(8)-C(9)=C(10) 118.25087 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.93611 
C(13)=C(14) 1.35277 C(9)=C(10)-C(11) 127.90419 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) -178.95788 
C(14)-C(15) 1.45251 C(10)-C(11)=C(12) 122.62085 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 179.92705 
C(15)=C(15´) 1.33914 C(11)=C(12)-C(13) 126.19245 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) 0.08767 
C(15´)-C(14´) 1.49520 C(12)-C(13)-C(14) 118.25169 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) -179.35987 
C(14´)-O 1.41745 C(12)-C(13)-C(13a) 117.68355 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) -179.49711 
  C(13a)-C(13)=C(14) 124.06455 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) 0.46843 
  C(13)=C(14)-C(15) 127.86813 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) 0.46843 
  C(14)-C(15)=C(15´) 123.17231 C(15)=C(15´)-C(14´)-O 0.46843 
  C(15)=C(15´)-C(14´) 124.32151   
  C(15´)-C(14´)-O 108.45773   
Apéndice III 
LVIII 
 
Estructura 
 
Figura III.13 Estructura molecular más estable del β-apo-14´-carotenol calculada con el método ωB97xD. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenol 
En la Figura III.14 se presenta la distribución del orbital HOMO perteneciente al β-apo-14´-
carotenol calculado por el método B97xD. 
 
Figura III.14 Orbital HOMO del β-apo-14´-carotenol. 
En la figura se observa la distribución de los orbitales con una menor contribución tanto en la 
zona perteneciente a los anillos de β-ionona así como en la región donde aparece el grupo 
alcohol. Encontrándose una mayor contribución en la parte central de la molécula. 
Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenol 
En la Figura III.15 se puede ver el orbital LUMO la β-apo-14´-carotenol calculado con el 
método antes citado. 
Igual que en el orbital HOMO, en el LUMO también se puede apreciar con claridad una 
mayor contribución en la parte central de la molécula si se compara con el anillo lateral y con 
la zona en la que se encuentra el grupo funcional alcohol. 
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Figura III.15 Orbital LUMO del β-apo-14´-carotenol. 
En la Tabla III.13 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, y 
5.5 del texto. 
Tabla III.13 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la geometría 
optimizada del β-apo-14´-carotenol. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ 
(fragilidad), μ (potencial), ω°(electrofilia global). 
Parámetro β-apo-14´-carotenol 
-EHOMO / eV 6.66 
-ELUMO / eV -0.08 
ΔE / eV 6.74 
η / eV 3.37 
σ / eV -1 0.30 
µ / eV -3.29 
ω° / eV 1.60 
 
Espectro IR comparado con experimental 
En la Figura III.16 se presenta el espectro IR calculado del β-apo-14´-carotenol comparado 
con el espectro IR experimental de una muestra que permaneció en el horno 4 horas a 130°C. 
De la misma manera que sucedía con los resultados presentados en el capítulo 6 de esta 
misma memoria, la coincidencia espectral para este tipo de moléculas no es muy significativa 
si se compara con el espectro obtenido experimentalmente.  
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Figura III.16 Espectro IR calculado y experimental del β-apo-14´-carotenol. 
Esto hace que se pueda descartar esta molécula como posible producto de degradación con el 
grupo funcional alcohol en su extremo. 
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Tabla III.14 Parámetros geométricos del β-apo-10´-carotenal con el método/base de cálculo ωB97xD/6-31G*. 
Átomos 
implicados 
Distancia de 
enlace/Å 
Átomos implicados Ángulo de enlace /° Átomos implicados Ángulo diedro/°
 
C(1)-C(1a) 1.54064 C(1a)-C(1)-C(1b) 108.39518 C(1a)-C(1)-C(2)-C(3) -165.87525 
C(1)-C(1b) 1.54078 C(1a)-C(1)-C(2) 107.45145 C(1b)-C(1)-C(2)-C(3) 76.18783 
C(1)-C(2) 1.53964 C(1b)-C(1)-C(2) 110.24230 C(1a)-C(1)-C(6)=C(5) 131.67841 
C(1)-C(6) 1.53819 C(1a)-C(1)-C(6) 110.92310 C(1b)-C(1)-C(6)=C(5) -109.12532 
C(2)-C(3) 1.52248 C(1b)-C(1)-C(6) 108.87959 C(1a)-C(1)-C(6)-C(7) -49.54900 
C(3)-C(4) 1.52339 C(2)-C(1)-C(6) 110.91357 C(1b)-C(1)-C(6)-C(7) 69.64728 
C(4)-C(5) 1.51242 C(1)-C(2)-C(3) 112.62132 C(1)-C(2)-C(3)-C(4) 61.69139 
C(5)-C(5a) 1.50817 C(2)-C(3)-C(4) 109.35039 C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -45.12351 
C(5)=C(6) 1.34796 C(3)-C(4)-C(5) 113.67981 C(3)-C(4)-C(5)-C(5a) -166.99259 
C(6)-C(7) 1.47793 C(4)-C(5)-C(5a) 112.81003 C(4)-C(5)=C(6)-C(7) -176.12264 
C(7)=C(8) 1.34332 C(4)-C(5)=C(6) 122.74348 C(5a)-C(5)=C(6)-C(7) 5.51746 
C(8)-C(9) 1.46286 C(5a)-C(5)=C(6) 124.42882 C(5)=C(6)-C(7)=C(8) 52.66263 
C(9)-C(9a) 1.50569 C(5)=C(6)-C(7) 122.29004 C(6)-C(7)=C(8)-C(9) 178.45030 
C(9)=C(10) 1.35409 C(6)-C(7)=C(8) 124.88361 C(7)=C(8)-C(9)=C(10) 179.44125 
C(10)-C(11) 1.44661 C(7)=C(8)-C(9) 125.82259 C(7)=C(8)-C(9)-C(9a) -0.67795 
C(11)=C(12) 1.34943 C(8)-C(9)-C(9a) 117.67660 C(8)-C(9)=C(10)-C(11) 179.98406 
C(12)-C(13) 1.45698 C(9a)-C(9)=C(10) 123.99587 C(9)=C(10)-C(11)=C(12) 179.36565 
C(13)-C(13a) 1.50609 C(8)-C(9)=C(10) 118.32741 C(9a)-C(9)=C(10)-C(11) 0.11138 
C(13)=C(14) 1.35676 C(9)=C(10)-C(11) 127.55837 C(10)-C(11)=C(12)-C(13) 179.99515 
C(14)-C(15) 1.44305 C(10)-C(11)=C(12) 122.98943 C(11)=C(12)-C(13)=C(14) 179.77222 
C(15)=C(15´) 1.35173 C(11)=C(12)-C(13) 125.87647 C(11)=C12)-C(13)-C(13a) -0.28924 
C(15´)-C(14´) 1.44344 C(12)-C(13)-C(14) 118.30863 C(12)-C(13)=C(14)-C(15) 179.89054 
C(14´)=C(13´) 1.35603 C(12)-C(13)-C(13a) 117.78548 C(13)=C(14)-C(15)=C(15´) 179.76073 
C(13´)-C(13a´) 1.50476 C(13a)-C(13)=C(14) 123.90586 C(13a)-C(13)=C(14)-C(15) -0.04394 
C(13´)-C(12´) 1.45544 C(13)=C(14)-C(15) 127.56344 C(14)-C(15)=C(15´)-C(14´) 179.97906 
C(12´)=C(11´) 1.34649 C(14)-C(15)=C(15´) 123.45607 C(15)=C(15´)-C(14´)=C(13´) 179.78124 
C(11´)-C(10´) 1.46521 C(15)=C(15´)-C(14´) 122.55053 C(15´)-C(14´)=C(13´)-C(13a´) -0.03220 
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C(10´)=O 1.21297 C(15´)-C(14´)=C(13´) 127.96353 C(14´)=C(13´)-C(12´)=C(11´) 179.85369 
  C(14´)=C(13´)-C(13a´) 124.55744 C(13´)-C(12´)=C(11´)-C(10´) 179.81134 
  C(13a´)-C(13´)-C(12´) 117.73500 C(13a´)-C(13´)-C(12´)=C(11´) -0.10370 
  C(13´)-C(12´)=C(11´) 126.66102 C(12´)=C(11´)-C(10´)=O 179.99618 
  C(12´)=C(11´)-C(10´) 120.46682   
  C(11´)-C(10´)=O 124.58996   
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Figura III.17 Estructura molecular más estable del β-apo-10´-carotenal calculada con el método ωB97xD. 
Orbitales HOMO y LUMO 
Orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal: 
En la Figura III.18 se presenta el reparto del orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal calculado 
por el método B97xD. 
 
Figura III.18 Orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal. 
En este apocarotenal los orbitales se localizan principalmente en la parte central de la 
molécula con una menor contribución en los extremos. Además el orbital molecular se sitúa 
principalmente sobre las regiones en las que existe un mayor carácter de doble enlace. 
Orbital LUMO del β-apo-10´-carotenal 
En la Figura III.19 se puede ver el orbital LUMO la β-apo-10´-carotenal calculado con el 
método antes citado. 
Al contrario de lo que sucedía en el caso del orbital HOMO, en el LUMO la contribución es 
mayoritaria sobre aquellos enlaces cuya contribución al enlace doble es menor.  
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Figura III.19 Orbital HOMO del β-apo-10´-carotenal. 
En la Tabla III.15 se presentan los resultados obtenidos con las ecuaciones 5.1, 5.2, 5.3, 5.4, 
5.5 del texto. 
Tabla III.15 Parámetros obtenidos con las energías de los orbitales HOMO y LUMO para la geometría 
optimizada del β-apo-10´-carotenal. Siendo ΔE (diferencia de energías HOMO LUMO), η (dureza), σ 
(fragilidad), μ (potencial), ω°(electrofilia global). 
Parámetro β-apo-10´-carotenal 
-EHOMO / eV 6.69 
-ELUMO / eV 0.88 
ΔE / eV 5.83 
η / eV 2.92 
σ / eV -1 0.34 
µ / eV -3.77 
ω° / eV 2.44 
 
Espectro IR comparado con experimental 
En la Figura III.20 se presenta el espectro IR calculado del β-apo-10´-carotenal comparado 
con el espectro IR experimental de una muestra que permaneció en el horno 4 horas a 130°C. 
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Figura III.20 Espectro IR calculado y experimental del β-apo-10´-carotenal. 
En este caso, los espectros presentan una alta coincidencia, aunque no tan marcada como la 
que se producía en el caso del retinal. Por lo que no puede descartarse la formación de este 
producto tras la descomposición térmica del β-caroteno. 
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